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RESUMO

SOUZA, C. S. Efeito preventivo do exercicio fisico na nefropatia diabética em ratas
ovariectomizadas. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto Multidisciplinar em
Saude, Universidade Federal da Bahia, Vitoria da Conquista, 2018.

A nefropatia diabética é caracterizada por alteracdes renais que podem ser exacerbadas pela
retirada da renoprotecdo conferida pelos horménios sexuais femininos. As alteracGes na funcéo
e estrutura renal induzidas pelo diabetes mellitus tipo 1 (DM1) sdo provocadas pelo aumento
da inflamacdo e estresse oxidativo com consequente acimulo de proteinas de matriz
extracelular. Embora o exercicio fisico seja uma importante ferramenta para o controle
glicémico, seu impacto sobre o rim diabético ainda ndo esta totalmente elucidado. Dessa forma,
0 objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do exercicio fisico iniciado previamente a indugéo
do DM sobre as alteracdes da funcéo e estrutura renal e dos marcadores de inflamacao e estresse
oxidativo induzidas pelos diabetes em ratas ovariectomizadas (OVX). Para isso, ratas wistar
foram anestesiadas e submetidas a ovariectomia bilateral. Apo6s a recuperacdo cirurgica, 0s
animais receberam injecéo de 40 mg/kg de estreptozotocina (STZ) para a indu¢édo do DM1 ou
de tampao citrato 0,1M, pH 4,5, e foram divididos em quatro grupos experimentais: ratas
controles sedentarias OVX (CSO); controles previamente treinadas OVX (CPTO); diabéticas
sedentarias OVX (DSO); e diabéticas previamente treinadas OVX (DPTO). Os animais dos
grupos DPTO e CPTO foram submetidos a quatro semanas de treinamento aerdbico
previamente a inducdo do DM1 ou administracdo do tampdo citrato, enquanto os animais dos
demais grupos foram mantidos sedentarios. Apds as quatro semanas foi realizada inducdo do
DML1 nos animais dos grupos DSO e DPTO. Em seguida, os grupos CPTO e DPTO foram
submetidos ao mesmo protocolo de exercicio fisico aerdbico regular de intensidade moderada,
o qual consistiu em corrida em esteira motorizada por um periodo de oito semanas. Testes de
corrida méxima foram realizados no inicio, a cada 4 semanas e no final do protocolo de
treinamento para ajustes na intensidade do exercicio e determinacdo da capacidade fisica dos
animais. Quarenta e oito horas ap0s a Ultima sessao de treinamento, amostras de sangue e urina
foram coletadas para determinacdo dos parametros de funcéo renal; e os rins foram coletados e
destinados a avaliacdo do estresse oxidativo, estudos histologicos e imunoistoquimicos. Para
realizacdo das analises estatisticas, os dados foram submetidos a analise de variancia Two-Way.
Os resultados demonstram que o exercicio fisico reduziu a glicosUria, a creatinina sérica,
proteindria e as alteracbes histologicas nas ratas diabéticas previamente treinadas
ovariectomizadas. Os aumentos das expressdes de NF-xB, TGF-B1, fibronectina,
monaocitos/macrofagos, linfocitos e os niveis de TBARS foram também reduzidos nas ratas
previamente treinadas do grupo DPTO. Os nossos dados demonstram que o exercicio fisico
aerobico prévio, de intensidade moderada, exerceu efeito renoprotetor sobre o desenvolvimento
da nefropatia diabética induzida pela estreptozotocina em ratas ovariectomizadas.

Palavras-chaves: Nefropatia diabética, Inflamacg&o, Estresse Oxidativo, Exercicio.



ABSTRACT

SOUZA, C. S. Preventive effect of physical exercise on diabetic nephropathy in
ovariectomized rats.Dissertation (Master in Biosciences) — Instituto Multidisciplinar em
Saude, Universidade Federal da Bahia, Vitoria da Conquista, 2018.

Diabetic nephropathy is characterized by renal changes that may be exacerbated by the removal
of the renoprotein conferred by female sex hormones. Changes in renal function and structure
induced by type 1 diabetes mellitus (DM1) are caused by increased inflammation and oxidative
stress with consequent accumulation of extracellular matrix proteins. Although exercise is an
important tool for glycemic control, its impact on the diabetic kidney has not yet been fully
elucidated. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of previous physical
exercise on the alterations of renal function and structure and the markers of inflammation and
oxidative stress induced by diabetes in ovariectomized rats (OVX). For this, wistar rats were
anesthetized and submitted to bilateral ovariectomy. After surgical recovery, the animals were
injected with 40 mg/kg streptozotocin (STZ) for the induction of DM1 or 0.1 M citrate buffer,
pH 4.5, and were divided into four experimental groups: OVX sedentary controls (CSO);
previously trained OVX controls (CPTO); OVX sedentary diabetic (DSO); and previously
trained OV X diabetic (DPTQO). The animals of the DPTO and CPTO groups submetted four
weeks of aerobic training previous to induction of DM1 or administration of the citrate buffer,
while the animals in the other groups were kept sedentary. After four weeks, DM1 induction
was performed in the animals of the DSO and DPTO groups. Then, the CPTO and DPTO groups
were submitted to the same protocol of regular aerobic physical exercise of moderate intensity,
which consisted of running on a motorized treadmill for a period of eight weeks. Maximum
running tests were performed at the beginning, every 4 weeks and at the end of the training
protocol for adjustments in exercise intensity and determination of the physical capacity of the
animals. Forty-eight hours after the last training session, blood and urine samples were collected
for determination of renal function parameters; and the kidneys were collected and intended for
the evaluation of oxidative stress, histological and immunohistochemical studies. To perform
the statistical analysis, the data were submitted to Two-Way Variance Analysis. The results
demonstrate that physical exercise reduced glycosuria, serum creatinine, proteinuria, and
histological changes in previously trained diabetic ovariectomized rats. Increases in the
expression of NF-xB, TGF-B1, fibronectin monocytes/macrophages, lymphocytes, and TBARS
levels were also reduced in the previously trained rats of the DPTO group. Our data demonstrate
that previous aerobic exercise of moderate intensity exerted a renoprotective effect on the
development of diabetic nephropathy induced by streptozotocin in ovariectomized rats.

Key words: Diabetic Nephrophaty, Inflammation, Oxidative stress, Exercise.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma das doencgas metabolicas mais complexas, e por isso
tornou-se um grande problema de saude publica (NARRES et al., 2016). Historicamente, 0 DM
é classificado em dois tipos principais, diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) e do tipo 2 (DM2). O
DM 1 é causado por uma deficiéncia absoluta de insulina, e 0 DM 2 caracteriza-se pela presenca
de resisténcia a insulina com um aumento compensatorio inadequado na secrecdo de insulina
(Yletal., 2016).

Especificamente, o DM1 ocorre como resultado de um processo complexo,
envolvendo fatores genéticos e ambientais que conduzem a uma resposta autoimune, podendo
ocorrer em qualquer idade (NOBLE; ERLICH, 2012). Durante este processo, as células betas
das ilhotas pancreéaticas sdo destruidas o que culmina com a deficiéncia absoluta de insulina
levando a hiperglicemia, resultando em individuos que necessitam imprescindivelmente da
administracdo de insulina exdgena para a sobrevivéncia (FORBES; COOPER, 2013). Em
modelos experimentais, a estreptozotocina (STZ) é largamente utilizada para mimetizar o
diabetes em humanos (HAYDEN; TYAGI 2002). Isso ocorre, porque a STZ é seletivamente
toxica para células beta secretoras de insulina das ilhotas pancreéticas e induz necrose dessas
células, prejudicando a liberacdo de insulina e a oxidacdo da glicose (LU et al., 2007;
MERZOUK et al., 2000).

Durante o curso da doencga sdo desenvolvidas alteragdes micro e macrovasculares
(POLAT et al., 2016). Dentre essas alteracoes, a nefropatia diabética (ND) é considerada uma
das complicacBes microvasculares mais importantes do diabetes, representando a principal
causa de doenca renal terminal no mundo e uma das principais causas de morbidade e
mortalidade nesses pacientes (SAMENI et al., 2016).

As caracteristicas iniciais da ND incluem um aumento progressivo da excrecdo
urinaria de albumina e um decréscimo na taxa de filtragdo glomerular (DIXON; MARIC, 2007).
Estas alteragdes funcionais sdo desenvolvidas como consequéncia de alteragBes estruturais
iniciais, incluindo o espessamento da membrana basal glomerular, expansdo mesangial com
acumulo de proteinas de matriz extracelular (MEC), alteracbes nas células epiteliais
glomerulares e tubulares, glomeruloesclerose e fibrose tabulo-intersticial (SHARMA;
MCGOWAN, 2000; POURGHASEM, SHAFI E BABAZADEH, 2015). Em especial, o
progressivo acumulo de matriz mesangial, ocorre como resultado do aumento da sintese e
diminuicdo da degradacdo de proteinas de matriz extracelular, incluindo colageno tipo IV,
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laminina e fibronectina, que em Gltima analise, levam ao prejuizo dos capilares glomerulares,
resultando em injdria renal (ADLER et al., 2000; OH et al., 1998).

Entretanto, existem ainda inUmeras hipoteses sobre os mecanismos envolvidos no
surgimento e progressao dos distirbios renais induzidos pelo diabetes (PALM et al., 2003).
Mansouri e colaboradores (2011) sugerem que o aumento do estresse oxidativo pode ser uma
das vias pela qual a hiperglicemia conduz a ND. Nesse sentido, em tecidos que nao requerem a
insulina para a captacdo da glicose, como o rim, um estado hiperglicémico crénico pode causar
aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a um aumento do estresse oxidativo
ou nitrosativo mediando, dessa forma, os efeitos deletérios do diabetes sobre a funcéo e o tecido
renal (PUNARO et al., 2014). Além disso, embora a ND néo tenha sido considerada uma
doenca inflamatoria no passado e, embora os fatores metabdlicos ou hemodindmicos sejam as
principais causas que contribuem para ND, estudos recentes sugerem que o recrutamento de
celulas imunes e consequente aumento da inflamacéo pode desempenhar fungéo importante no
desenvolvimento e progressdao da ND (SEO et al., 2015; VIETINGHOFF et al., 2011). Ha
evidéncias crescentes de que os processos inflamatorios estdo envolvidos na patogénese da ND,
sendo o fator nuclear-kappaB (NF-kB) ¢ o fator de crescimento transformante B (TGF-p)
identificados como mediadores-chave desses eventos (LI et al., 2010).

No diabetes experimental e em humanos, a producdo de EROs pode ser aumentada por
varias vias, incluindo a auto oxidacdo da glicose, ativacdo da proteina quinase C dependente de
NADPH-oxidase e por formagéo de produtos finais de glicacdo avancada (BROWNLEE et al.,
2001; FORBES, COUGHLAN e COOPER, 2008). Altos niveis de EROs levam a peroxidacao
lipidica em membranas celulares, aumentando a sua fluidez e permeabilidade. Notadamente, 0s
niveis elevados de EROs geram malondialdeido, uma molécula altamente toxica, e seu produto
secundario, o acido tiobarbitarico (TBARS), que é utilizado como marcador de peroxidacdo
lipidica (FINAMOR et al., 2013). Além disso, a producdo aumentada de espécies reativas de
oxigénio pode levar a ativacdo de vias inflamatdrias e fibrose no tecido renal lesado
(DOMINGUETI et al., 2016; HERRERA et al., 2017).

Os macrofagos sdo considerados mediadores centrais da resposta inflamatéria (CAO
et al.,, 2015). A infiltracdo de macrdfagos ativa uma cascata de processos de sinalizagdo
profibrotica que contribuem para a esclerose e a cicatrizagdo no rim diabético (MENG et al.,
2014; REDDY et al., 2014). Nesse sentido, o aumento do nimero de macrofagos renais,

principalmente em glomérulos e na area intersticial, foi correlacionado com a duracdo e a
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gravidade da leséo renal no diabetes (CHOW et al., 2004). Estudos demonstraram que a
infiltraco de macrdfagos no tecido renal de ratos com DM1 induzido por STZ foi relacionada
com ativacdo do NF-xB, e este, por sua vez, aumentou a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias e profibroticas, incluindo o TGF-B1 (SOETIKNO et al., 2011; LU et al., 2014).
O TGF-B1 ¢ considerado um dos principais mediadores da fibrose na ND (KOMALA et al.,
2015).

Da mesma forma, os hormonios sexuais femininos sdo considerados um fator influente
na susceptibilidade e progresséo de doencas renais. Foi demonstrado aumento da expressao de
metaloproteinases e consequente aumento da degradacdo por essas enzimas de proteinas da
matriz extracelular, melhora da expansdo mesangial e do espessamento da membrana basal
glomerular em ratas ovariectomizadas diabéticas tratadas com o 17p-estradiol (MARIC et al.,
2004). Mankhey e colaboradores (2004) também demonstraram que a reposi¢do de 17[-
estradiol reduziu a albumindria, atenuando a glomerulosclerose e fibrose tabulo-intersticial em
ratas ovariectomizadas com diabetes induzida por STZ. Contudo, em estudos anteriores foi
demonstrado que o estrégeno acelerou o desenvolvimento de doenca renal em ratas obesas
Zucker (GADES et al., 1998) e contribuiu para o desenvolvimento de glomeruloesclerose em
um modelo de DM2 e obesidade (TOMIYOSHI et al., 2002).

Levando em consideracdo os dados conflitantes, e tendo em vista que apesar de
existirem terapias farmacoldgicas que visem o controle glicémico e da pressao arterial como
formas de proteger o rim, a incidéncia de ND continua alta e crescente (PARK, 2014). Assim,
o0 exercicio fisico de intensidade moderada tem sido considerado uma intervencdo importante
na protecdo contra as complicacdes do DM1 devido aos seus beneficios relacionados a
atenuacdo de complicacBes microvasculares e de sensibilidade a insulina, bem como no
controle da progressédo da ND (AMARAL et al., 2016; 2018; RODRIGUES et al., 2011; SILVA
etal., 2012).

Foi demonstrado que o exercicio fisico de intensidade moderada promoveu efeitos
benéficos sobre o perfil metabdlico com melhora do controle glicémico, a fungéo renal, niveis
de TBARS e auséncia de lesbes renais em ratos com DM induzida por STZ (RODRIGUES et
al., 2011). Esses dados indicam que o treinamento aerdbio associado a um melhor controle do
estresse oxidativo e nitrosativo pode ser usado para retardar a progressdo da ND. Silva e
colaboradores (2012) demonstraram também que o exercicio fisico retardou a progressdo da

doenca renal e a disfungdo autonémica e morfométrica cardiaca em ratos com DM induzida por
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STZ. Estudos recentes do nosso laboratério demostraram que o exercicio fisico regular, de
intensidade moderada, realizado antes e ap6s a indug¢do do DM atenuou as mudancas na fungédo
e estrutura renal, a infiltracdo de macrdfagos, linfécitos e ativacdo do NF-kB em ratas com
diabetes induzida por STZ. O exercicio realizado anteriormente a inducdo do DM reduziu ainda
a expressdo de colageno IV, sendo este efeito associado a expressdo reduzida de TGF-p1
(AMARAL et al., 2016; 2018). Contudo, ainda existem controvérsias quanto ao efeito global
do exercicio sobre a ND e tém-se demonstrado que a intensidade e duracdo do exercicio

parecem influenciar as respostas renais (KURDAK et al., 2010).

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 NEFROPATIA DIABETICA

O DM é uma doenca nédo transmissivel, considerada uma das cinco principais causas de
morte no mundo e por isso tornou-se uma das maiores emergéncias globais de satde do século
21 (AYEPOLA et al., 2014). Estimativas de 2015 demonstraram que existem 387 milhdes de
adultos com diabetes no mundo. Ainda de acordo com essas estimativas 14,3 milhGes de
individuos entre 20 e 79 anos de idade possuem diabetes no Brasil, classificando o pais como
tendo o quarto maior nimero de casos de diabetes em todo 0 mundo. Além disso, em 2015 o
Brasil teve o maior nimero de casos de morte por diabetes na América do Sul, com aumento
da prevaléncia de mortes em mulheres a partir de 50 anos de idade (FEDERACAO
INTERNACIONAL DE DIABETES, 2015).

O DM é uma doenca de causas mdltiplas que esta envolvido em distdrbios do
metabolismo de Vvarios nutrientes e se caracteriza por defeitos na secrecdo de insulina e/ou em
sua acdo, com consequente hiperglicemia. O diabetes é dividido em dois tipos principais,
diabetes DM1, também conhecido como diabetes insulino dependente e DM2, chamado
diabetes ndo insulino dependente (WHO, 2012).

Especificamente, o DM1 é uma doenca cronica caracterizada pela destrui¢cdo autoimune
das células beta pancreaticas. Sem a insulina produzida por essas células, o corpo ndo é capaz
de administrar os niveis de glicose no sangue, levando entdo a hiperglicemia (COLEMAN et
al., 2015), a qual pode iniciar uma complicada série de processos fisiopatoldgicos (KURDAK
et al., 2010). Em modelos experimentais, a STZ € largamente utilizada para mimetizar o

diabetes em humanos, e consequentemente simular um modelo de lesdo renal induzida pelo
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DM1 (HAYDEN; TYAGI 2002). A STZ é seletivamente toxica para células beta secretoras de
insulina das ilhotas pancreéticas e induzem necrose dessas células, prejudicando a liberacéo de
insulina e a oxidacdao da glicose (LU et al., 2007; MERZOUK et al., 2000).

Assim, a hiperglicemia causada pelo diabetes conduz a muitas alteracdes patoldgicas,
incluindo a neuropatia periférica, nefropatia, retinopatia, doenca hepética e uma variedade de
doencas que diminuem a qualidade e expectativa de vida das pessoas (COLEMAN et al., 2015).
Dessas alteracdes, a ND € considerada uma das principais complicacfes do diabetes e tornou-

se uma das principais causas de morte em pacientes com diabetes (HUANG et al., 2014).

Nesse sentido, nos estagios iniciais da ND tem-se observado aumento da excrecao
urinaria de proteinas e da taxa de filtracdo glomerular (TFG), levando a hiperfiltracdo
glomerular, tanto em humanos quanto em modelos experimentais (HERMAN-EDELSTEIN et
al., 2011). No entanto, na fase tardia da ND, a TFG, eventualmente, diminui a medida que o
namero de néfrons funcionantes diminui, o que leva a insuficiéncia da funcao excretora renal
(CHANG et al., 2016). Esse declinio na TFG estd associado com alteracdes estruturais
incluindo hipertrofias epiteliais glomerular e tubular, aumento da espessura da membrana basal
glomerular com expansdo da area mesangial, proliferacdo celular e acimulo de proteinas de
matriz extracelular (POURGHASEM; SHAFI; BABAZADEH, 2015).

A glomerulosclerose leva a deterioragdo e disfuncdo glomerular (MAKINO et al., 2003).
Os poddcitos lesados desempenham papel chave no desenvolvimento de proteindria e
progressao da disfuncao glomerular, uma vez que, ao contrario de outras células glomerulares,
0s podacitos sdo células terminalmente diferenciadas e tém limitada capacidade de replicacéo,
portanto, a sua perda precede inevitavelmente o desenvolvimento de glomeruloesclerose na ND
(AGUILAR, RODRIGUEZ-DELFIN, 2012). A fibrose tabulo-intersticial é considerada o final
da ND e envolve, principalmente, a expansdo de fibroblastos e ativacdo de miofibroblastos
intersticiais. Os miofibroblastos sdo considerados uma das principais células efetivas derivadas
da transicao tubular epitelial-mesenquimal (TEM) e sdo também responsaveis pelo acimulo de
MEC, desempenhando papel central na fibrose renal progressiva (HUANG et al., 2013).
Quando ativados, os miofibroblastos expressam uma ampla gama de proteinas do citoesqueleto,
em particular a vimentina, que é uma importante proteina do filamento intermediario de células
mesenquimais (ESSAWY et al., 1997; SATELLI et al., 2011). Assim, Singh e colaboradores
(2018) verificaram que o aumento da expressdo génica de vimentina 4 meses apés inducdo do

diabetes estava relacionado ao aumento da atividade do TGF-B1 em tecido renal de ratos com
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DM induzido por STZ. Herman-Edelstein e colaboradores (2011) também demonstraram que
em condic¢des de hiperglicemia ha perda de poddcitos tanto in vivo quanto in vitro e isso estava
relacionado a uma expressdo aumentada de vimentina associada ao aumento da ativacdo de
TGF-B1. Em adicdo, Huang e colaboradores (2017) demonstraram que altas concentracfes de
glicose induzem TEM de células epiteliais dos tubulos renais, e isso foi associado com a
regulagéo positiva de TGF-B1, vimentina e colageno I. Tomados em conjunto, esses estudos

sugerem que o TGF-B esta diretamente envolvido na patogénese da ND.

A hiperglicemia pode levar a ND através de varios mecanismos, incluindo o aumento do
estresse oxidativo e inflamagéo com consequente acimulo de proteinas de MEC (GALKINA,
LEY,2006; MANSOURI et al., 2011). O acumulo de MEC mediada por células mesangiais
representa uma via final comum entre a ND e todas as doencas renais cronicas (MILLER et al.,
2014). Em condicdes fisioldgicas, a MEC mesangial consiste em colagenos (incluindo tipos | e
IV), laminina, fibronectina e proteoglicanos (HARALDSSON et al., 2008; KOLSET et al.,
2012). Em especial, aumentos significativos de fibronectina foram detectados em varias
glomerulopatias, incluindo a ND, sendo esta proteina considerada uma das primeiras a aumentar
nos estagios iniciais da ND e uma mediadora essencial para o0 acimulo de outras proteinas de
MEC (OH, 1998; SUMI et al., 2011; MILLER et al., 2014). A fibronectina tem dominios os
quais interagem com outras proteinas de MEC, receptores de superficie celular,
glicosaminoglicanos e outras moléculas de fibronectina, e essa combinagdo pode entdo levar a
cicatrizagdo e finalmente a fibrose no tecido lesionado (MAO, SCHWARZBAUER, 2005).

O aumento do estresse oxidativo é considerado um componente importante para as etapas
iniciais da ND, sendo responsavel por ativar uma variedade de vias patologicas em praticamente
todos os tipos de células renais como células endoteliais, mesangiais, epiteliais, tubulares e
poddcitos. A fibrose é tida como a caracteristica mais crucial e proeminente da ND e a
inflamacdo parece estar envolvida no inicio e na progressdo da fibrose renal (WADA,
MAKINO, 2013). O aumento do estresse oxidativo esta associado a sintese e liberacdo do fator
de crescimento transformante beta (TGF-B) (LU et al., 2007; CHIARELLI et al., 2009;
FRIEDERICH-PERSSON et al., 2014). O TGF-B é uma citocina pro fibrética que tem papel
importante na hipertrofia renal e na expanséo da matriz mesangial por estimular a produgéo de
varios componentes de MEC e por alterar sua composi¢do (NAVARRO et al., 2006). Esse fator
possui ainda potente efeito quimiotatico sobre fibroblastos e outras células fagociticas, que por
sua vez contribuem para fibrose (CHIARELLI et al., 2009). A expressdo aumentada de TGF-

B1 foi relacionada ao aumento da excregdo urindria de albumina e aumento da sintese de
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componentes de matriz extracelular, incluindo colageno, fibronectina e laminina, resultando em
hipertrofia das células mesangiais e glomeruloesclerose em modelos experimentais de doenca
renal cronica (KRAG et al., 2000; LU et al., 2007; WADA, MAKINO et al., 2013). De fato,
estudos tém demonstrado aumento da expressao renal de mRNAs para TGF-B1 e MEC tanto
em modelos experimentais de diabetes quanto em pacientes diabéticos (PARK et al., 1997;
WANO et al, 1996). O uso de anticorpos neutralizantes anti-TGF-p impediu a
glomerulosclerose e a fibrose intersticial, e reduziu a expressao de genes de MEC, incluindo
fibronectina e colageno do tipo IV em camundongos com diabetes tipo 1 e tipo 2 (SHARMA
et al., 1996; ZIYADEH et al., 2000). Estudos em cultura de celulas confirmaram que niveis
elevados de glicose induziram a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs)
com consequente aumento da expressdao de TGF-B1 em células mesangiais renais e células
epiteliais tubulares (TAN et al., 2007; NAKAJIMA et al., 2006).

O aumento do estresse oxidativo pode levar ainda ao processo de peroxidacéo lipidica.
Na peroxidacdo lipidica, especialmente, as EROs estimulam a degradacédo dos fosfolipidios de
membrana, proteinas e do DNA, resultando em disfuncdo de organelas e, finalmente, morte
celular (MANSOURI et al., 2011). Assim, a concentracdo dos produtos de peroxidacdo dos
lipidios pode refletir o grau de estresse oxidativo na ND (KUMAR et al., 2007). Estudos
demonstraram que o0 aumento sérico e renal de malondialdeido, que € um produto da
peroxidacdo lipidica, em ratos com diabetes induzida por STZ contribuiu para o
desenvolvimento e progresséo da ND nesse modelo experimental (BAYNES, 1991; KAKKAR
et al., 1995). Rodrigues e colaboradores (2011) também demonstraram que o aumento da
peroxidacdo lipidica estava relacionado ao aumento da albumindria em ratos diabéticos. O
aumento dos niveis do anion de superdxido e peroxidacdo lipidica e a diminuicao da producéo
de NO em animais diabéticos foi fortemente correlacionada ao aumento da excre¢do urinaria
de proteinas (PUNARO et al., 2014).

Além disso, a producdo de EROs leva a uma ativacdo anormal de vias de sinalizacao
intracelulares renais, as quais desencadeiam respostas pro-inflamatdrias e produzem resposta
imune (SOURRIS, FORBES, 2009). O grau de infiltracdo de mondcitos/macrofagos e o nivel
de expressdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias contribuem para a patogénese da ND
(AWAD et al., 2011; YOU et al., 2017). Estudos tem demonstrado aumento do nimero de
macrofagos tanto em glomeérulos (GUO et al., 2017; JHA et al., 2017) quanto no intersticio de
animais diabéticos (CHOW et al., 2004; AMARAL et al., 2018). Nguyen e colaboradores

(2006) mostraram que na fase mais precoce da ND, os macrofagos ja estavam presentes nos
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glomérulos, enquanto que o nimero de macrofagos intersticiais foi observado na fase mais
tardia da injaria renal. Klessens e colaboradores (2017) obtiveram resultados semelhantes,
mostrando que macrdfagos glomerulares ja estavam presentes em amostras de bidpsia em
estagios iniciais de ND, sugerindo um papel importante para os macréfagos na proteindria e
nos danos precoces induzidos pelo diabetes. O aumento significativo de macréfagos em
glomérulos também foi associado ao aumento da glomeruloesclerose com consequente
albumindria (UTIMURA et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que a deplecdo de
macrofagos reduziu a albumindria, o nitrogénio ureico (BUN) e as alteracGes histopatologicas
renais em ratos com DM1 induzido por STZ (YOU et al., 2013). Existem evidéncias que o
aumento de macréfagos esta relacionada a expressao de TGF-B1, o qual medeia o
estabelecimento de glomeruloesclerose no tecido renal de animais com ND experimental
(CHENet al., 2003; ZIYADEH et al., 2000). Adicionalmente, Chow e colaboradores (2003)
demonstraram tanto in vitro quanto in vivo que macréfagos estimulam as células mesangiais a
produzir proteinas de MEC através do TGF-B1. O recrutamento de linfdcitos, em particular as
células T, tem emergido como um fator essencial ndo apenas no desenvolvimento, mas também
na progressdo da ND (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2011; PENG et al., 2015; SEO et al.,
2015). Moon e colaboradores (2012) mostraram uma correlacao positiva entre a infiltracao de
células CD4" e CD8"e albumindria no intersticio renal de pacientes com DM2 com nefropatia.
Estudos mais recentes, também demonstraram aumento da infiltracdo de linfécitos no cortex
renal de animais diabéticos quando comparado com animais nao-diabéticos (AMARAL et al.,
2018; TONG et al., 2017). O bloqueio da ativacdo de células T reduziu o nimero dessas células
infiltrantes em rins de camundongos com DML, o qual foi correlaciado com atenuagéo do dano
renal medido pela albumindria (HERRERA et al., 2017).

A participacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) foi demonstrada em
varias doencas renais, inclusive na ND (LOPEZ-FRANCO et al., 2002; SCHIMID et al., 2006,
CHEN et al., 2008; GARCIA-GARCIA et al., 2014). O NF-xB ¢ um importante fator de
transcrigdo nuclear, responsavel por controlar a transcricdo de muitos genes celulares que
regulam a resposta inflamatdria e a sobrevivéncia e proliferacdo celular (BARNES; KARIN,
1997). O aumento do estresse oxidativo aumenta a ativacdo do NF-xB pelo processo de
fosforilagéo e degradagdo do kB, sua subunidade inibitdria, permitindo a translocagéo nuclear
e ligacdo da subunidade p65 as regides promotoras do DNA. A ativacdo desse fator promove
aumento da expressdo de varios genes envolvidos na inflamacdo, como citocinas, fatores

quimiotaticos para monocitos e macrofagos (MCP-1) e moléculas de adesdo vascular e
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intracelular (GUIJARRO; EGIDO, 2001, VAN DEN BERG et al., 2001). O aumento da
expressdo de NF-xB, de marcadores de estresse oxidativo e do nimero de macréfagos e
linfécitos foi demonstrado em glomérulos e tubulos renais em pacientes e em animais diabéticos
com ND (MEZZANO et al., 2004; AMARAL et al., 2018). Lee e colaboradores (2010)
demonstraram aumento de EROs, ativacdo de NF-xB e TGF-B1 em glomérulos e tibulos
proximais, 0 que pode ter contribuido para as alteracBes patoldgicas, como hipertrofia
glomerular e expansao da matriz mesangial, além de aumento da excrecéo urinaria de albumina
observadas em ratos diabéticos. Além disso, estudos tem demonstrado que o aumento da
expressdo de NF-kBp65 fosforilado estd associado ao aumento da inflamagdo em ratos com
DM1induzido por STZ (RIAD et al., 2007; LV et al., 2017). A inibicdo de diferentes fontes de
EROs, a inibicdo do NF-«B e da infiltragdo de macrofagos diminuiu a atividade de TGF-B1 por
meio da reducdo da transcricdo da proteina TGF-B1 ativada (SOETIKNO et al., 2011,
GONZALEZ-RAMOS et al., 2012; LU et al., 2014). Esses dados indicam que o0 aumento da
transcricdo de TGF-B1 induzida pelo estresse oxidativo e células inflamatorias pode, pelo

menos em parte, contribuir para o aumento da expressdo de TGF-B1 na ND.

Diante disso, em todo o mundo, a incidéncia de DM1 estd aumentando a um ritmo
alarmante (HUANG et al., 2012). Mesmo no caso de terapéutica estritamente regulada com
insulina, € extremamente dificil manter os niveis de glicose no sangue dentro de uma faixa
aceitavel e, devido a complexidade de mecanismos, ndo existem ainda medicamentos
definitivos para retardar o desenvolvimento da ND (COLEMAN et al., 2015). Logo, torna-se
de fundamental importancia a busca por alternativas que visem prevenir o desenvolvimento

desses mecanismos complexos que antecedem o estabelecimento da ND.

2.2 HORMONIOS SEXUAIS FEMININOS E SUSCEPTIBILIDADE AO
DESENVOLVIMENTO DE NEFROPATIA DIABETICA

A diferenca entre 0s sexos tem sido considerada um fator influente na susceptibilidade a
doenca renal diabética. Geralmente, mulheres mostram uma maior protecdo contra o
desenvolvimento e a progressdo da doenga em comparacdo com os homens (DIAMOND-
STANIC; YOU; SHARMA, 2012). Nesse sentido, foi demonstrado que mulheres diabéticas na
pré-menopausa tém um risco menor de desenvolver doenca renal terminal em comparagdao com
homens diabéticos da mesma idade, sendo esta protecéo perdida apds a menopausa (BALLARD

et al., 1998). Assim, 0 sexo masculino é considerado um fator de risco para o desenvolvimento
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e progressao da doenca renal diabética, enquanto que o sexo feminino esta associado a uma
progressao mais lenta para o estagio final da injuria renal (CHIN et al., 2005).

Estudos indicam que o estrogeno tem efeitos protetores cardiovasculares, sendo
responsavel por melhorar os niveis séricos de lipideos, aumentar a vasodilatagdo do endotélio
e proteger contra a aterosclerose e hipertensdo (LOW et al., 2002; MILLER et al., 2003). Além
disso, tem sido relatado que o estrogeno e seus principais metabolitos exercem acOes
renoprotetoras tanto em condicdes fisiopatoldgicas quanto em condicdes fisiologicas
(MANKHEY et al.,, 2004). Foi demonstrado que mulheres com DM1 desenvolveram
microalbumindria em um ritmo mais lento e tiveram uma menor incidéncia de nefropatia do
gue homens (KARL et al., 2005). Dados experimentais também sugerem que o estrégeno
apresentou efeitos benéficos na progressao de doencas renais em ratos uninefrectomizados e
hipertensos (GROSS et al., 2004).

No rim, o estrégeno tem como principal alvo o glomérulo, tornando entdo a acdo desse
horménio particularmente importante para a manutencao da estrutura e funcdo glomerular e
volume da MEC (POTIER et al., 2001). As células glomerulares expressam receptores de
estrogeno (ER), predominantemente do subtipo ERa, que medeia a maioria das agdes do
estrégeno/ER em células mesangiais (POTIER et al., 2002). O estrogeno, provavelmente, age
regulando muitos de seus efeitos protetores sobre o rim através de mecanismos dependentes
dos ERs (PEDRAM et al., 2006). Entdo uma diminuicdo das a¢des do estrogeno/ER, como no
caso de reducdo dos niveis de estrégeno, em células glomerulares pode levar a respostas renais
alteradas, contribuindo para o desenvolvimento e progressdo de muitas doencas renais crénicas,
incluindo a ND (PEREIRA-SIMON et al., 2012).

Estudos sugerem que as possiveis razfes para a perda de protecdo do sexo feminino no
diabetes séo a reducdo dos niveis de estradiol no plasma, com consequente diminui¢do da
regulacdo de receptores de estrégeno no rim de animais diabéticos (MANKHEY et al., 2005;
MARIC et al., 2004). Em adicao, estes estudos mostraram ainda que a suplementacao com 17f-
estradiol (E2) no inicio da diabetes restaurou os niveis de estradiol em ratas ovariectomizadas,
e impediu o desenvolvimento de albumindria, glomerulosclerose e fibrose tubulo-intersticial
associada & ND, sendo essa renoprotecdo exercida principalmente pela regulacdo da sintese e
degradacdo de proteinas da MEC. Nesse sentido, Meng e colaboradores (2011) também

demonstraram que a reposicao de E> em ratas ovariectomizadas contribuiu para prote¢éo cardio-
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renal, como indicado por uma diminuigdo da deposi¢édo de colageno do miocérdio intersticial e
hipertrofia de midcitos, assim como reducédo da leséo renal mediada pelo estresse oxidativo.

De forma semelhante ao estrogeno, os receptores de progesterona (PR) também estdo
amplamente distribuidos pelo rim. Os RPs foram encontrados, principalmente, em células
tubulares distais, embora estejam presentes no cortex e medula renal (BUMKE-VOGT et al.,
2002; YANES et al.,, 2008). Assim, estudos tém demonstrado que a administracdo de
progesterona sozinha ou progesterona combinada com estradiol antes da ovariectomia melhora
a funcdo renal em ratas envelhecidas (NIELSEN et al., 2003). Entretanto, Antus e colaboradores
(2003) demonstraram que a administragéo de estradiol combinada com progesterona aumentou
a proteinaria e glomeruloesclerose em ratas ovariectomizadas uninefrectomizadas. Outros
estudos tem demonstrado que a administracao exdgena somente de progesterona exerce efeitos
antioxidantes e renoprotetores atenuando o dano renal em modelo de injdria renal aguda
(SANDHI et al., 2014) e cronica (MONTEZANO et al., 2005). Adicionalmente, foi
demonstrado que a reposi¢cdo com progesterona melhorou as altera¢fes funcionais e estruturais
renais e inibiu a fibrose em ratos diabéticos induzido por STZ (AL-TRAD et al., 2015).

Diante do exposto, a contribuicdo dos hormonios sexuais femininos para os mais diversos
tipos de doencas renais ainda € incerto e existem poucos estudos avaliando suas a¢6es sobre a
doenca renal diabética. Além disso, os beneficios da terapia de reposicdo desses hormdnios para
a salde tem sido seriamente questionados (MAUVAIS-JARVIS et al., 2013). Entdo, a busca
por alternativas que levem a prevencédo da nefropatia em condic¢des de auséncia dos hormodnios

sexuais femininos tornam-se cada vez mais necessarias.
2.3 EXERCICIO FISICO NA NEFROPATIA DIABETICA

O exercicio € um componente indiscutivel para um estilo de vida saudavel e uma
contribuicdo importante ao comportamento sedentario para o desenvolvimento de muitas das
condicdes benéficas ao organismo a longo prazo. A inatividade fisica tem sido descrita como a
maior ameaca a saude publica na sociedade atual e por isso o papel do exercicio na gestdo, bem
como na prevencdo de doencas cronicas estd se tornando cada vez mais aceito (SMITH,;
BURTON, 2012). Nesse sentido, 0 exercicio aerébico tem sido relacionado a prevencdo do
desenvolvimento e progressdo de muitas doencas cronicas, incluindo o DM e ND
(BORTOLON etal., 2012; AMARAL et al., 2016).
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Durante décadas, o exercicio tem sido considerado como um dos pilares da gestdo do
diabetes, juntamente com a dieta e medicacdo (KURDAK et al., 2010). Pechter e colaboradores
(2003) relataram ainda que um programa de exercicio de natacdo de baixa intensidade em
pacientes com ligeira a moderada insuficiéncia renal resultou na diminuicdo da pressao
sanguinea, diminuicdo da proteindria e melhora na TFG, associada a reducdo do estresse
oxidativo renal. Sigal e colaboradores (2004) mostraram também que o0 exercicio aerobico
melhorou o controle glicémico e reduziu a mortalidade por doencas cardiovasculares em
pacientes com DM2. No entanto, o efeito global do exercicio sobre a ND ainda é controverso
(KURDAK et al., 2010).

Sabe-se que o exercicio pode induzir profundas mudangas na hemodinadmica renal e
excrecdo urinaria de proteinas, uma vez que, ele pode reduzir o fluxo sanguineo renal e
consequentemente reduzir a TFG (KURDAK et al., 2010). Estudos demonstraram que o
exercicio influencia a hemodindmica renal aumentando a permeabilidade glomerular por alterar
as cargas negativas presentes na parede dos capilares glomerulares, aumentando a excre¢édo
urinaria de proteinas em pacientes com ND (ALA-HOUHALA, 1990; POORTMANS;
VANDERSTRAETEN, 1994).

Gunduz e Senturk (2003) demonstraram ainda que o estresse oxidativo induzido pelo
exercicio agudo de alta intensidade também contribuiu para a ocorréncia de proteindria pés-
exercicio em ratos. O exercicio agudo de alta intensidade promove grandes alteracGes
enddcrinas, metabdlicas e imunoldgicas que podem persistir por um periodo de varias horas
apos o exercicio (BORTOLON et al., 2012). Devido a esses fatores, muitas vezes, o exercicio
¢ contraindicado em alguns casos de doenca renal, e por provocar essas alteracdes, a
microalbumindria induzida pelo exercicio agudo ja foi utilizado muitas vezes como um teste
preditivo para a deteccdo precoce de ND em pacientes sem microalbumindria (O'BRIEN et al.,
1995; GHOSH et al., 2009).

Embora tenha sido demonstrado que o exercicio agudo promove essas sérias alteracdes
sobre o rim, estudos demostraram que o exercicio fisico aerdbico regular de intensidade
moderada melhorou significativamente o perfil metabélico e reduziu a aloumindria em ratos
com DM2 (WARD et al., 1994; CHIASERA et al., 2000). Adicionalmente, foi demonstrado
que o exercicio fisico de intensidade moderada reduziu as lesbes tubulo-intersticiais e a
glomeruloseclerose em modelo experimental de doenca renal cronica (CAO et al., 2016) e 0

indice glomeruloesclerético em ratos com DM2 (TUFESCU et al., 2008). Além disso, foi
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demonstrado também que o exercicio aerobico de intensidade moderada, realizado previamente
a inducdo do diabetes mellitus, reduziu a expressdo de proteinas da MEC e TGF-B1 em ratas
ndo-ovariectomizadas com DM1 induzido por STZ (AMARAL et al., 2016).

Os mecanismos pelos quais o0 exercicio melhora a funcéo e estrutura renal ainda néo estéo
completamente elucidados. No entanto, sabe-se que o musculo esquelético desempenha papel
importante na homeostase da glicose, aumentando a captacao de glicose de modo mediado pela
insulina (CHRISTOPHER et al., 2005) ou pela acdo da proteina quinase ativada por AMP
(AMPK) durante o exercicio (HO-JIN, 2016). Nesse sentido, estudos tem demonstrado que a
melhora do processo catabolico pode ser um dos possiveis mecanismos pelo qual o exercicio
exerce seus efeitos benéficos relacionados ao controle metabdlico e diminuicdo do estresse
oxidativo com consequente atenuagdo do dano renal (MIDAOUI et al., 1996; ITO et al., 2015;
CONTI et al., 2015; GU et al., 2015). Adicionalmente, Silva et al. (2012) observaram que a
piora da fungéo renal ocorria concomitante com diminuicéo significativa da atividade do nervo
simpatico renal em animais diabéticos e que o treinamento fisico realizado antes e apos a
inducdo do DM foi capaz de normalizar essa atividade do nervo com melhora na funcéo renal.
Peeri e colaboradores (2013) mostraram que 0 exercicio aerdbico de intensidade moderada
atenuou a deficiéncia de NO induzido pelo estresse oxidativo renal e a0 mesmo tempo melhorou
a biodisponibilidade de NO, sendo estes efeitos renoprotetores do exercicio mediados pela
reducdo da peroxidacdo lipidica em ratos. De Moraes e colaboradores (2004) propuseram ainda
que os aumentos no débito cardiaco durante o exercicio, e a vasoconstricdo renal associada a
regulacdo positiva da NOS endotelial, poderia aumentar o fluxo sanguineo e a velocidade e
tensdo de cisalhamento na circulacdo renal. Assim, eles demonstraram em coelhos que o
exercicio promoveu hiperemia vascular renal e imediatamente apds inativou EROs,
consequentemente impedindo 0 aumento da producéo de EROs e sua interagdo com NO. Assim
a biodisponibilidade de NO pode ser aumentada pelo exercicio como resultado do aumento da
atividade/expressdo de eNOS e/ou sua degradacédo reduzida devido a redugéo da interagdo com
EROs (RIBEIRO; ALVES; OLIVEIRA, 2010). Além disso, estudo mais recente do nosso
laboratdrio, demonstrou que o0 exercicio aerobico de intensidade moderada, realizado
previamente a inducdo do DM, reduziu o numero de linfécitos e de marcadores de estresse
oxidativo e melhorou a biodisponibilidade de NO em ratas ndo-ovariectomizadas com DM1
induzido por STZ (AMARAL et al., 2018).

Diante do exposto, os estudos tém demonstrado os efeitos benéficos atribuidos ao

exercicio para prevencdo e tratamento da doenga renal diabética. Entretanto, até a presente data,
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ndo existem estudos avaliando os efeitos do treinamento fisico prévio sobre o estresse oxidativo,
inflamac&o, deposicéo de proteinas de matriz extracelular e a funcéo e estrutura renal em ratas

com DM1 ovariectomizadas.

3 JUSTIFICATIVA

O DM1 é causado pela destruicdo autoimune seletiva das células beta produtoras de
insulina do pancreas (SLAUGHTER et al., 2013). Em modelos experimentais, a STZ é
largamente utilizada para simular lesdo renal induzida pelo DM1 (AYEPOLA et al., 2014).

A ND é considerada uma das mais graves complicacdes do DM e tornou-se a principal
causa da doenca renal terminal (DRT) em todo o mundo (SLAUGHTER et al., 2013). O
primeiro sinal de ND é a microalbuminuria que sem intervencdes especificas, pode progredir
para proteinuria evidente ou sindrome nefrética, e declinio na funcéo renal (KURDAK et al.,
2010). Morfologicamente, a ND é caracterizada pelo espessamento da membrana basal
glomerular, por aumento na matriz mesangial e fibrose tabulo-intersticial (MAKINO et al.,
2003).

O diabetes esta associado com o aumento do estresse oxidativo e recrutamento de
leucdcitos no rim diabético (PERSSON et al., 2012; CAO et al., 2015). Esses fatores, por sua
vez, estdo relacionadosa ativacdo do NF-xB e aumento de TGF-f1, o qual é considerado um
mediador chave das alteracBes fibroticas na patogénese da ND (WANG et al., 2002;
SOETIKNO et al., 2011; LU et al., 2014). Estudos demonstraram também que a deficiéncia de
estrdgeno em ratas diabéticas ovariectomizadas foi fundamental para o agravamento da ND
(MARIC et al., 2004; MANKHEY et al., 2004).

Além disso, uma vez que a DRT ¢é estabelecida, terapias caras, como hemodialise ou
transplante sdo necessarias (POLAT et al., 2016). Assim, a busca por terapias alternativas que
visem tratar ou impedir o surgimento da ND tornou-se uma necessidade indispensavel para a
prevencdo e gestdo da DRT (PARK, 2014). Nesse contexto, o exercicio fisico surge como uma
importante alternativa, pois, estudos tém demonstrado que o treinamento fisico de animais
experimentais com DML resultou em atenuagdo das complicacdes renais induzidas pelo
diabetes (AMARAL et al., 2016; RODRIGUES et al., 2011). Entretanto, ndo existem ainda
estudos demonstrando os efeitos do exercicio fisico prévio sobre as alteracdes de funcdo e

estrutura renal, peroxidacao lipidica e inflamacgdo em ratas diabéticas ovariectomizadas. Diante
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disso, nds hipotetizamos que o exercicio fisico pode prevenir o surgimento dessas alteracbes

renais nesse modelo experimental.

4 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos preventivos do exercicio fisico
sobre as alteragdes funcionais, histoldgicas, a peroxidacéo lipidica e marcadores inflamatoérios

no tecido renal de ratas diabéticas ovariectomizadas.
5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a influéncia do exercicio fisico iniciado previamente a indu¢do do DM sobre

a capacidade fisica de ratas ovariectomizadas;

2. Analisar a influéncia do exercicio fisico iniciado previamente a indugdo do DM sobre

peso corporal e glicemia de ratas ovariectomizadas;

3. Analisar a influéncia do exercicio fisico iniciado previamente a indu¢cdo do DM sobre

parametros de funcdo renal de ratas ovariectomizadas;

5. Avaliar a influéncia do exercicio fisico iniciado previamente a inducdo do DM sobre
alteracOes histopatolégicas no tecido renal de ratas ovariectomizadas;

6. Avaliar o efeito do exercicio fisico iniciado previamente a inducdo do DM sobre a
imunomarcacdo para ED-1 (marcador de mondcitos/macrofagos), CD43 (marcador de
linfocitos T), NF-xB, vimentina, TGF-B1 e fibronectina no tecido renal de ratas

ovariectomizadas;

7. Avaliar o efeito do exercicio fisico iniciado previamente a inducdo do DM sobre a

expressao proteica de TGF-B1 no tecido renal de ratas ovariectomizadas;

8. Analisar a influéncia do exercicio fisico iniciado previamente a indu¢do do DM sobre

os niveis de TBARS no tecido renal de ratas ovariectomizadas.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Animais
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Foram utilizadas 24 ratas Wistar, de 20 semanas de idade pesando entre 180-200 g, as
quais foram mantidas no biotério da Universidade Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar
em Saude, Campus Anisio Teixeira em ambiente com controle de luz (12 horas claro, 12 horas
escuro) e temperatura variando entre 23+£3°C e livre acesso a agua e racdo. O protocolo
experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do
IMS/UFBA (protocolo n° 008/2013; prorrogacéo aprovada em 24 de abril de 2018).

6.2 Procedimentos experimentais

Ap6s uma semana de adaptacdo, os animais foram submetidos a cirurgia de ovariectomia
(remocdo cirurgica dos ovarios). Duas semanas ap0s a recuperacao cirdrgica dos animais, foi
realizado o teste de exaustdo. Todos os animais foram aptos ao exercicio e foram
randomicamente divididos em quatro grupos experimentais e submetidos aos seguintes

tratamentos:

GRUPO CSO (Controle sedentéria ovariectomizada, n=6) - ratas ovariectomizadas, sem
treinamento fisico e eutanasiadas 8 semanas apés injecdo Unica de tampao citrato 0,1M;

GRUPO CPTO (Controle previamente treinada ovariectomizada, n=6) - ratas
ovariectomizadas, submetidas ao treinamento fisico antes e ap6s injecdo Unica de tampao citrato

0,1M e eutanasiadas 8 semanas ap0s inje¢ao;

GRUPO DSO (Diabética sedentaria ovariectomizada, n=6) — ratas diabéticas
ovariectomizadas, sem treinamento fisico e eutanasiadas 8 semanas ap0s injecdo Unica de

estreptozotocina na dose de 40 mg/kg;

GRUPO DPTO (Diabética previamente treinada ovariectomizada, n=6) — ratas
diabéticas ovariectomizadas, submetidas ao treinamento fisico antes e apds inducdo do diabetes

e eutanasiadas 8 semanas apds injecdo Unica de estreptozotocina na dose de 40 mg/kg.

Os animais do grupo CPTO e DPTO foram submetidos a quatro semanas de treinamento
aerobio previamente a inducdo do DM, enquanto os animais dos demais grupos foram mantidos
sedentérios. Apos as quatro semanas foi realizada indugdo do DM nos animais dos grupos DSO
e DPTO. O DM foi induzido pela administracdo de uma Unica inje¢&o intravenosa, por meio da
veia da cauda, de STZ (Sigma Aldrich, USA), na dose de 40 mg/kg, diluida em tampao citrato
0,1M, pH 4,5, ap6s 12 horas de jejum, enquanto os animais dos grupos controles receberam
uma unica dose intravenosa de tampdo citrato 0,1M, pH 4,5. A confirmacéo do DM foi realizada

uma semana apoés a injecdo de STZ ou veiculo, através da glicemia capilar de jejum (GCJ),
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mensurada por um glicosimetro digital e os animais que apresentaram glicemia igual ou
superior a 250 mg/dL foram considerados diabéticos (Accu-Check Active glucose strips, Roche

- Mannheim, Germany).

Apo6s a confirmacdo do diabetes, os grupos CPTO e DPTO foram submetidos a um
protocolo de exercicio fisico aerébico por um periodo de oito semanas. Quarenta e oito horas
apos a ultima sessdo de exercicio, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas para a
coleta de urina de 24 horas. ApoOs a coleta de urina, os animais foram eutanasiados por
decapitagéo, tendo amostras de sangue coletadas. Os rins foram removidos, descapsulados e
armazenados para posteriores andlises, sendo o rim esquerdo fixado e destinado a estudos

imunoistoquimicos e o rim direito a estudos de biologia molecular.
6.3 Procedimento cirdargico

Para a realizacdo da ovariectomia bilateral, os animais foram anestesiados com Xilazina®
(2mg/ml) e Ketamina® (50mg/ml), nas doses de 2mg/Kg e 50mg/Kg, respectivamente, via
intraperitoneal. Para tal, o animal foi colocado em decubito lateral e feita uma pequena incisdo
longitudinal da pele e tecido celular subcutaneo para que fosse possivel adentrar a cavidade
peritoneal, possibilitando assim a visualizacdo do ovéario e remoc¢do deste. Como medida
profilética a infec¢do pos-operatoria, 0s animais receberam uma dose de 5mg/Kg de antibiotico
enrofloxacino (Flotril® 2,5%).

6.4 Protocolo de treinamento
6.4.1 Teste de Corrida Maxima

Inicialmente os animais foram mantidos em esteira motorizada (AVS Projetos - SP,
Brasil) parada por trés dias com finalidade de ambientagdo e climatizagao por outros cinco dias
na esteira a 5 m/min. Todos os animais foram aptos ao exercicio. Em seguida, os animais foram
submetidos a um teste de corrida maxima (100% da intensidade) a fim de determinar a
capacidade fisica e a intensidade do treinamento para cada animal (55 a 70% da intensidade
maxima). Tal teste consistiu de corrida em 3 dias alternados, no qual o animal inicialmente
permanece em esteira parada durante 5 minutos, tendo entdo a velocidade aumentada em 1
m/min a cada 6 segundos até atingir a velocidade de 10 m/min. A partir de entdo, o tempo foi
disparado e a velocidade aumentada em 1m/min a cada 3 minutos até que o animal atingisse a
exaustdo. Foi considerado exausto o animal que parou de correr durante 2 segundos por 3 vezes

em um minuto, ou quando ele permaneceu parado durante 10 segundos. Este teste foi realizado
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no inicio, a cada 4 semanas, e no final do protocolo de treinamento para determinar a capacidade
fisica e/ou ajustar a intensidade do exercicio durante o protocolo de treinamento (AMARAL et
al., 2016).

6.4.2 Protocolo de Exercicio Fisico Aerébico

O treino prévio para os grupos CPTO e DPTO consistiu de corrida em esteira com um
volume de 20 min na primeira semana, e acréscimos de 10 minutos semanais até que o animal
atingisse o volume maximo de 1 h no final da quarta semana. Do mesmo modo, a intensidade
de exercicio também foi progressivamente aumentada de 55-70% da capacidade maxima
atingida pelo animal no teste de corrida méaxima (SILVA et al., 2012). Esse protocolo foi
realizado com 0% de inclinacdo da esteira, durante cinco dias seguidos por semana, e é
considerado como um exercicio de intensidade moderada para ratos diabéticos (RODRIGUES
etal., 2011, SILVA et al., 2012).

Uma semana apds a inducdo do DM ou injecédo de tampdo citrato, o grupos CPTO e DPTO
foram submetidos ao mesmo protocolo de treinamento descrito acima, durante um periodo de
8 semanas. Os animais dos grupos CSO e DSO foram colocados na esteira em movimento a 5
m/min durante 5min, em dias alternados, para manté-los climatizados a esteira nos periodos dos

testes de exaustéo.
6.5 Determinacédo do Peso Corporal

As determinacGes de peso corporal foram realizadas semanalmente, com o0s animais
conscientes, em ambiente livre de ruidos para evitar estresse e interferéncias nos resultados.

Para a pesagem dos animais foi utilizada balanca digital Acculab®.
6.6 Determinacdo dos niveis de estradiol e glicemia pds-prandial

Para a determinac&o dos niveis de 17p-estradiol e glicemia pos-prandial foram utilizadas
amostras de soro. A dosagem do 17p-estradiol foi realizada por imunoensaio automatizado
(Beckman Coulter DX1 680) e da glicemia pds-prandial por fotometria automatizada (Beckman
Coulter AU 480).

6.7 Analise da Funcéo Renal

Para a determinacdo dos parametros de funcdo renal foram utilizadas amostras de soro e
de urina. Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas por um periodo de 24 horas para
coleta da urina. O fluxo urinario foi determinado a partir do volume urinario de 24 horas. As
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amostras de sangue foram obtidas durante a eutanasia pela coleta de sangue do tronco. O sangue
foi coletado em tubos e em seguida centrifugado, para separacao do soro. A urina e o soro foram

armazenados a -70°C para analises da funcéo renal.

6.7.1 Quantificacdo da proteindria e glicosuria e creatinina, Na*, K* e ureia nas amostras

de sangue e de urina

As anélises de proteindria, glicosuria e as andlises séricas e urinarias de creatinina, Na",
K™ e ureia foram realizadas por fotometria automatizada (Beckman Coulter AU480). A partir
disso foi realizado célculo para avaliacdo da taxa de filtragdo glomerular (:TFG), determinada
pelo Clearance de Creatinina. As cargas e fraces de excrecdo (°FE) de Na* e K* foram também
realizadas pds as determinacBes das concentracdes séricas e urindrias destes ions. A

determinacéo da ureia foi determinada pelo Clearance de ureia.

TFG = Concentracdo de Creatinina Urinaria X Volume
Concentracdo de Creatinina Sérica

2FENa= Concentracdo de Na* Urinario x Creatinina Plasmatica x 100
Concentracdo de Na"Sérico x Creatinina Urinaria

3Clearance de ureia = Concentracdo de Ureia Urinéria x VVolume Urinario
Concentracdo de Ureia Sérica

6.8 Histologia Renal

Os animais foram eutanasiados 8 semanas apos as injecGes de STZ ou tampao citrato e
tiveram os rins removidos para os estudos histologicos. Os rins foram fixados em solucéo de
methacarn (metanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%) durante um periodo de 24
horas e logo ap6s o fixador foi substituido por alcool etilico hidratado 70%. O tecido renal foi
parafinizado, cortado em sec¢des de 4 um de espessura e corado com Acido Periodico de Schiff

para avalicdo da glomeruloesclerose segmentar focal e morfometria glomerular Tricrdmio de
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Masson para avaliagdo de fibrose glomerular, e Hematoxilina e Eosina, para avaliagdo do

comprometimento tlbulo-intersticial do cortex renal.
6.8.1 indice Glomeruloesclerético

Amostras do tecido renal dos animais foram fixadas em solucdo Methacarn (metanol
60%, cloroférmio 30%, e 10% de acido acético) e processadas para inclusdo em parafina. Cortes
histoldgicos de 4um foram corados com o reagente acido periddico de Schiff (PAS), contra-
corados com hematoxilina, e examinadas sob microscopia de luz (Olympus BX51 - Japan). A
glomeruloesclerose segmentar focal (GESF) foi evidenciada pelo aumento segmentar da matriz
glomerular, obliteracdo segmentar ou dilatacdo da luz dos capilares glomerulares. Cem
glomérulos por secdo foram selecionados e analisados aleatoriamente e a GESF foi classificada
de acordo com Saito e colaboradores (1987) numa escala de 0 a 4 (0 = grau glomérulos normais;
grau 1 = &rea esclerdtica até 25%; grau 2 = area esclerética 25 a 50%; grau 3 = area esclerética
50 a 75%; grau 4 = area esclerdtica entre 75 e 100%). O indice glomeruloesclerético (GSI) foi
calculado utilizando a seguinte formula: GSI = (1 x n1) + (2x n2) + (3x n3) + (4 X N4) / NT,
onde nT é a soma dos glomerulos avaliado (SAITO et al., 1987). Tal analise foi realizada por

um observador que desconhecia o grupo experimental ao qual o animal pertencia.
6.8.2 Morfometria Glomerular

Para analisar a area do tufo glomerular, cortes histoldgicos de 4pum foram corados com
PAS e 70 glomérulos (50 corticais e 20 justamedulares) de cada animal foram fotografados
através de uma camera acoplada ao microscépio e enviadas para um computador. As bordas
externas de cada tufo glomerular foram delimitadas manualmente, cujas &reas foram
determinadas por morfometria computadorizada através do programa Image J 1.44P (National
Institute of Health, USA).

6.8.3 Fibrose glomerular

Para avaliagdo da fibrose glomerular, cortes histologicos de 4um foram corados com
Tricrdmio de Masson. Em seguida, 70 glomerulos (50 corticais e 20 justamedulares) de cada
animal foram fotografados através de uma camera acoplada ao microscopio (Olympus BX51 -
Japan) e enviadas para um computador e as propor¢des das areas positivas dos tecidos foram
determinadas pelo limite de cor, obtidas utilizando-se o software Image J 1.44P (National

Institute of Health, EUA), com os resultados expressos como percentagens.

6.8.4 LesOes tibulo-intersticiais
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Para avaliar as lesGes tubulo-intersticiais, cortes histologicos de 4um foram coradas com
hematoxilina-eosina, cujas lesdes foram definidas como sinais de necrose tubular, dilatagdo do
limen tubular, degeneracao hidrdpica e perda da borda em escova. Foram analisados 30 campos
por cortex renal de cada animal, e as lesdes foram classificadas de acordo o escore de Shih e
colaboradores (1988) numa escala de 0 a 4 (0 = normal; 0,5 = pequenas &reas focais de lesao;
1 = comprometimento menor do que 10% do cortex; 2 = 10-25% de comprometimento; 3 = 25-
75% de comprometimento; 4 = lesdes extensas envolvendo mais do que 75% do cortex renal).
Tal analise foi realizada por um observador que desconhecia 0s grupos experimentais. Apds
essa analise, foi realizada uma quantificagdo estratificada onde o nimero de tabulos com cada
uma das altera¢des foi multiplicado por 100 e dividido pelo nimero total de tibulos por campo
e o dado foi apresentado como porcentagem de tabulos lesados (KIM et al., 2010). Essa
alteracdes foram determinadas por método computadorizado através do programa Image J
1.44P (National Institute of Health, USA).

6.9 Estudos Imunoistoquimicos

Cortes histologicos do tecido renal foram incubadas durante 1 hora em temperatura
ambiente o anticorpo anti-ED1 monoclonal (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) e durante a noite a 4 °C com 0s seguintes anticorpos: anti-vimentina (1:100) (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; sc-6260) anti-TGF-B1 policlonal (1:50) (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; sc-146); anti-fibronectina policlonal (1:500)
(Chemicon, Temecula, CA, USA; AB1954), anti-linfécito monoclonal (1:100) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; sc-53044) e anti-p65NF-«B policlonal (1:100) (Abcam,
Cambridge, UK; ab7970). O produto das reacGes foi detectado com o complexo avidina-
biotina-peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) e revelado com 3,3-
diaminobenzidina (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). As seccdes foram contra-
coradas com hematoxilina, desidratadas e montadas. Como exce¢éao para a reagdo com o anti-
ED1, ligacOes ndo-especificas de proteinas foram bloqueadas por incubag¢do com 20% de soro
de cabra durante 30 min. Os controles negativos foram realizados por meio da substituicdo dos
anticorpos primarios com concentragdes equivalentes de 1gG de coelho normal. Para avaliar a
imuno-reatividade das reacGes, 100 glomérulos e 30 campos do compartimento tabulo-
intersticial (CTI) cortical foram lidos de cada lamina para ED-1, CD43 e p65NF-kB. A
quantificagdo da imuno-reatividade de vimentina, TGF-B1, fibronectina glomerular e CTI do
cortex renal e do CTI do cortex renal p65NF-xB foi determinada usando o software Image J

1.44P (National Institute of Health, USA) e os resultados foram expressos como percentagens,
35



em 70 glomérulos (50 corticais e 20 justamedulares) e 30 campos do compartimento tubulo
intersticial do cortex renal (0,245 mm?).

6.10 Expresséo proteica de TGF-B1 por Western blot
6.10.1 Preparacdo de homogenato do tecido renal

As amostras de tecido renal foram homogeneizadas em solugéo de isolamento (manitol
200 mM, HEPES 80 mM e KOH 41 mM, pH 7,5) contendo um coquetel de inibidores de
proteases (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) usando o homogeneizador
(Polytron - PT 10-35, Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA). Os homogenatos foram
centrifugados a 2000g durante 15 min a 4 °C para remocéo de nucleos e detritos celulares. Os
sobrenadantes foram isolados e a proteina foi determinada pelo ensaio de Bradford (Bio Agency
Laboratorios, Sdo Paulo, Brasil) (GONCALVES et al., 2014).

6.10.2 Eletroforese e imunoblotting

As proteinas foram separadas em geis de poliacrilamida por eletroforese. Apos
transferéncia por electroeluicdo para membranas de difluoreto de polivinilideno (GE Healthcare
Limited, Little Chalfont, UK), as bandas foram blogueadas por 60 minutos com leite em p6
desnatado a 5% em solucdo salina tamponada com Tris. Os blots foram entdo incubados
overnight com anticorpos anti-Actina (1:5000) e anti-TGF-B1 (1:200) (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA). Apos lavagem em TBS-T (Solugdo Salina Tamponada com Tris
0,15% e Tween 20), as proteinas foram incubadas com o anticorpo anti-rabbit (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) na diluicdo de 1:1000 e, em seguida as proteinas
imunorreativas foram visualizadas por quimioluminescéncia por documentador de gel Alience
4.7 Uvitec (Cambridge, Cambs, UK). Foi utilizada densitometria para analisar
quantitativamente os niveis de proteina, normalizando as bandas pela expressdo da actina
(GONCALVES et al., 2014).

6.11 Estimativa do estresse oxidativo renal
6.11.1 Preparacdo de homogenato do tecido renal

O cortex renal do rim direito foi removido e imediatamente transferido para recipientes
com gelo. Em seguida, o tecido renal foi homogeneizado em tamp&o RIPA (Sigma-Aldrich),
centrifugado a 1600g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi colhido para realizagéo do

ensaio do &cido tiobarbitirico (DRAPE et al., 1993). A concentragdo de proteinas no
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homogenato renal foi determinada pelo kit comercial de proteinas totais monoreagente,
seguindo as intrucOes do fabricante (Bioclin, Brasil).

6.11.2 Estimativa da peroxidacéo lipidica

A peroxidacao lipidica foi avaliada por meio da mensuracdo de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) no homogenatodo cortex renal, utilizando o método de Draper e
colaboradores (1993), e seguindo as orientagOes do kit comercial TBARS (TCA Method) Assay
(Cayman Chemical, EUA). 100 pL de homogenato do cortex renal foram misturados a 100 pL
de acido tricloacético 10%, e 800 pL de acido tiobarbitdrico (53 mg dissolvidos em 100 mL de
acido acético 20%). A mistura reacional foi incubada por uma hora em agua fervente; em
seguida, os tubos foram transferidos para um banho de gelo a fim de interromper a reacdo. Apds
10 minutos, as amostras foram centrifugadas (1600g, 10 minutos a 4°C) e o sobrenadante foi
lido em espectrofotdmetro (BEL Biphotonics®) no comprimento de onda de 532 nm. Os niveis
de TBARS foram calculados com base na curva feita com o padréo de malondialdeido (Cayman
Chemical, EUA). Por fim, a concentracdo de TBARS (uM) do cortex renal foi normalizada

pela concentracdo de proteinas (mg/mL) e expressa em pM/mg/mL.

6.12 Andalise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade da distribuicdo, Kolmogorov-
Smirnov, e a homogeneidade das variancias foram avaliadas pelo teste de Bartlett. Para a analise
dos dados foi utilizada a analise de variancia Two-Way seguido pelo pos-teste de Bonferroni,
com excecgdes para, 0 dado de vimentina onde foi utilizado o teste ndo-parametrico Kruskal
Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn e, dado de western blot onde foi utilizada a analise de
variancia One-Way seguido pelo pos-teste de Newman Keuls. Os dados sé@o expressos como
médiaxdesvio padréo e o nivel de significancia adotado foi de p<0,05. O programa estatistico

utilizado foi 0 Graph Pad Prism, versédo 5 (Graph Pad Software, San Diego, CA).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do exercicio fisico regular moderado, iniciado
previamente a inducdo do diabetes mellitus (DM), sobre a peroxidacéo lipidica, inflamacéo e a
funcéo e estrutura renal em ratas ovariectomizadas com diabetes mellitus do tipo 1 induzido por
estreptozotocina (STZ). Para isso, vinte e quatro ratas Wistar foram anestesiadas e submetidas
a ovariectomia bilateral. Apds a recuperacdo cirdrgica, as ratas foram divididas em quatro
grupos experimentais: CSO - ratas controles sedentarias ovariectomizadas; DSO - ratas
diabéticas sedentarias ovarectomizadas; CPTO - ratas controle previamente treinadas
ovariectomizadas; DPTO - ratas diabéticas previamente treinadas ovariectomizadas. Os grupos
CPTO e DPTO foram submetidos a corrida em esteira por 4 semanas antes da inducdo do DM
com STZ (40 mg/kg, i.v). Apds confirmacdo do diabetes, os grupos CPTO e DPTO foram
submetidos a mais oito semanas de treinamento fisico. Vinte e quatro horas apds a Gltima sessdo
de treinamento foram coletadas amostras de urina. Amostras de sangue e os rins foram retirados,
apos a eutanasia, para a analise de funcdo renal, histologia, morfometria, imunoistoquimica e
determinacdo dos niveis renais de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Os
nossos resultados mostraram que o exercicio fisico iniciado previamente a indugdo do DM
reduziu a glicemia pds-prandial nas ratas do grupo DPTO. O grupo DPTO apresentou também
melhora do peso corporal e da capacidade fisica induzida pelo exercicio. Os dados de funcéo
renal demonstraram diminuicdo da creatinina sérica, da glicosuria e proteinuria induzida pelo
exercicio fisico nas ratas do grupo DPTO. As alteragdes glomerulares e tubulo-intersticiais
induzidas pelo diabetes nas ratas DSO foram atenuadas pelo exercicio iniciado previamente a
inducdo do DM nas ratas DPTO. As expressdes de vimentina, macréfagos, linfécitos,
fibronetina, TGF-B1 e NF-xB estavam elevadas nos glomérulos das ratas DSO. Essas
expressdes foram reduzidas nas ratas do grupo DPTO. O exercicio reduziu também as
expressoes de vimentina, macrofagos, linfocitos e TGF-1 no compartimento tabulo-intersticial
(CTI) do cortex renal do grupo DPTO. O aumento dos niveis de TBARS no cortex renal das
ratas diabéticas foi prevenido pelo exercicio prévio nas ratas DPTO. O exercicio fisico iniciado
anteriormente a inducdo do diabetes, exerceu efeito renoprotetor ao desenvolvimento da

nefropatia diabética em ratas ovariectomizadas.

Palavras-chave: Exercicio fisico, nefropatia diabética, ovariectomia
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INTRODUCAO

A nefropatia diabética (ND) é uma complica¢do microvascular, considerada como uma
das principais causas de doenca renal terminal (PAPADOPOULOU-MARKETOU et al., 2018;
TORIU et al., 2018). O primeiro sinal de ND é a microalbumindria (GROSS et al., 2005), a
qual, sem intervengdes especificas, pode progredir para proteindria, ou sindrome nefrotica, e
declinio na fungdo renal (KURDAK et al., 2010). Durante a progressdo da ND séo observadas
caracteristicas histopatol6gicas como espessamento da membrana basal glomerular, acimulo
de proteinas de matriz extracelular (MEC), glomeruloesclerose e alteracfes estruturais no CTl,
as quais podem culminar em desenvolvimento de fibrose no parénquima renal (BRITO et al.,

1998; KATZ et al., 2002; CHEN et al., 2018).

Muiltiplos fatores tém sido implicados no desenvolvimento e progressdao da ND,
incluindo a acdo de citocinas profibréticas, estresse oxidativo e infiltracdo de células
inflamatorias (SCHMID et al., 2006). A hiperglicemia causada pelo DM aumenta a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais impulsionam o desenvolvimento da ND, e
estdo associadas a sinalizagbes que levam a progressao das complicacdes renais (LEE, 2003;
KAWAHITO et al., 2009). Nesse sentido, altos niveis de EROs contribuem para a peroxidacdo
lipidica de membranas celulares (PUNARO et al., 2014), causam anormalidades no endotélio
vascular (SCHNACKENBERG, 2002), estimulam a expressdo de genes envolvidos em vias
inflamatdrias como o TGF-f1 (LEE et al., 2003) ¢ estdo relacionados a ativagao do fator de
transcrigdo nuclear kappa B (NF-kB) (BORGOHAIN et al., 2017). O NF-kB é um importante
regulador transcricional pro-inflamatdrio, considerado como um mediador chave para a
infiltracdo de celulas inflamatdrias e aumento da expressdo de TGF-f1 no rim diabético

(BONIZZI, KARIN 2004; SOETIKNO et al., 2011).
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O recrutamento de células inflamatorias para o tecido renal € uma caracteristica critica
da ND (NAVARRO-GONZALEZ et al. 2011). O acimulo de macréfagos e linfocitos em
glomérulos e tecidos intersticiais correlacionam-se com o grau de lesdo estrutural e disfungéo
renal na ND (NGUYEN et al., 2006; SEO et al., 2015). Estudos demonstraram que macr6fagos
e linfocitos infiltrantes contribuem para a progressdo da ND por aumentar a expressdo de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias, além de ativar cascatas de sinalizacéo profibrotica,
favorecendo assim o desenvolvimento de esclerose e cicatriza¢ao renal (CAO et al., 2015; SEO
et al,, 2015). O TGF-B1 intensifica a resposta inflamatéria, estimula a proliferacdo de
fibroblastos e a sintese de vérias proteinas de MEC, incluindo fibronectina e colagenos (LI et

al., 2010).

Evidéncias sugerem que a reducdo dos hormdénios sexuais femininos parece ter
papel importante na susceptibilidade e progressdo da ND. Nesse sentido, estudos
demonstraram que a ovariectomia foi associada ao desenvolvimento de albumindria,
expansdo mesangial, acumulo de matriz extracelular, glomerulosclerose e fibrose tubulo-
intersticial em ratas portadoras de DM do tipo 1 (MANKHEY et al., 2004; CHIN et al.,
2005). Adicionalmente, Meng e colaboradores (2011) demonstraram que a reducdo de
estrdgeno contribuiu para o aumento do estresse oxidativo, o que mediou a lesdo renal
observada em camundongos ovariectomizados. Estudos demonstraram também que a faléncia
quimica ovariana acentuou a hiperglicemia e contribuiu para a progressao acelerada da ND em
camundongos com DM induzido por STZ (KECK et al., 2007; DIAMOND-STANIC et al.,

2011).

Nessa perspectiva, o exercicio fisico de intensidade moderada surge como uma
importante intervencdo, uma vez que estudos tém demonstrado seus beneficios relacionados a
atenuacdo de complicagfes microvasculares, aumento da sensibilidade a insulina, melhora da

funcéo renal (SILVA et al., 2012) e controle do estresse oxidativo (RODRIGUES et al., 2011).
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Estudos demonstraram também que o exercicio realizado previamente a inducdo do diabetes
reduziu o nimero de linfocitos e reduziu a ativacdo do NF-xB e a expressdo de TGF-1 em rins
de ratas com ND (AMARAL et al., 2016; AMARAL et al., 2018). Adicionalmente, Souza e
colaboradores (2007) demonstraram que 0 exercicio proporcionou melhora da funcéo
autondbmica e reducdo da mortalidade em ratas diabéticas ovariectomizadas. Mais
recentemente, Conti e colaboradores (2015) demonstraram também que o exercicio fisico
atenuou as alteracGes metabolicas induzida por sobrecarga de frutose em ratas espontaneamente
hipertensas ovariectomizadas. Entretanto, ndo ndo foram encontrados estudos avaliando o papel
do exercicio fisico iniciado previamente a inducdo do DM sobre a progressdo da ND em ratas
ovariectomizadas. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
exercicio fisico iniciado previamente a indugdo do DM sobre a peroxidacdo lipidica,

inflamacéo, funcéo e estrutura renal em ratas ovariectomizadas.

MATERIAIS E METODOS
Animais e cirurgia

Um total de 24 ratas Wistar de 20 semanas de idade, pesando entre 180 — 200 g, foram mantidas
em ambiente (12 horas claro, 12 horas escuro) e temperatura de 23+3°C com livre acesso a agua
e racdo. As ratas foram anestesiadas com xilazina(6mg/kg) e ketamina (40mg/kg), e submetidas
a ovariectomia bilateral (AMARAL et al., 2014). Duas semanas apds a cirurgia, 0S animais
foram randomicamente divididos em quatro grupos experimentais (n=6/cada): CSO - ratas
controles sedentérias ovariectomizadas; DSO - ratas diabéticas sedentarias ovarectomizadas;
CPTO - ratas controle previamente treinadas ovariectomizadas; DPTO - ratas diabéticas
previamente treinadas ovariectomizadas. O protocolo experimental deste estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do IMS/UFBA (Protocolo n° 008/2013).
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Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as recomendagdes do

Guia do Instituto Nacional de Salude para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio.

Inducéo do diabetes mellitus

Apds uma semana do procedimento cirdrgico, o diabetes mellitus do tipo 1 foi induzido pela
administracdo de uma unica inje¢do intravenosa de STZ (Sigma-Aldrich, EUA), na dose de 40
mg/kg, diluida em tampao citrato 0,1M. Os animais dos grupos controles receberam injecéao
intravenosa de tampdo citrato 0,1M. Uma semana apés a injecdo de STZ, o diabetes foi
confirmado pela determinacdo da glicemia capilar de jejum (GCJ) usando um glicosimetro
digital (Accu-Check Active glucose strips, Roche - Mannheim, Germany). Os animais que

apresentaram glicemia igual ou superior a 250 mg/dL foram considerados diabéticos.

Teste de corrida maxima

Inicialmente os animais foram mantidos em esteira motorizada (AVS Projetos - SP, Brasil)
parada durante 5 minutos por trés dias com finalidade de ambientacéo, e climatizagéo por outros
cinco dias na esteira a 5 m/min. Apds esse periodo, os animais foram submetidos a um teste de
corrida maxima, onde a velocidade foi aumentada em 1m/min a cada 3 minutos até o animal
atingir a exaustdo. Este teste foi realizado em trés dias alternados, no inicio, a cada 4 semanas,
e no final do protocolo de treinamento para determinar a capacidade fisica e/ou ajustar a

intensidade do exercicio durante o protocolo de treinamento (AMARAL et al., 2016).

Protocolo de treinamento fisico

O treino prévio a injecdo da STZ ou veiculo para os grupos DPTO e CPTO, respectivamente,
consistiu de corrida em esteira com um volume de 20 min na primeira semana, e acréscimos de
10 minutos semanais até que o animal atingisse o volume maximo de 1 h no final da quarta

semana. Do mesmo modo, a intensidade de exercicio também foi progressivamente aumentada
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de 55-70% da capacidade méaxima atingida pelo animal no teste de corrida méxima (SILVA et
al., 2012). Esse protocolo foi realizado com 0% de inclinagdo da esteira, durante cinco dias
seguidos por semana, e € considerado como um exercicio de intensidade moderada para ratos
diabéticos (RODRIGUES et al., 2011, SILVA et al., 2012). Os grupos CPTO e DPTO foram
submetidos a 4 semanas de exercicio aerébico em esteira antes da indugdo do diabetes. Apos
esse periodo, o diabetes foi induzido nos grupos DSO e DPTO. Uma semana apés a inducao do
DM ou injecdo de tampéo citrato, o grupos CPTO e DPTO foram submetidos ao mesmo
protocolo de treinamento descrito acima, durante um periodo de 8 semanas. Os animais dos
grupos CSO e DSO foram colocados na esteira em movimento a 5 m/min durante 5min, em
dias alternados, para manté-los climatizados & esteira nos periodos dos testes de exaustdo.
Quarenta e oito horas ap0s a Ultima sesséo de exercicio, os animais foram colocados em gaiolas
metabolicas para a coleta de urina de 24 horas. Posteriormente, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo para coleta de amostras de sangue. O rim esquerdo foi removido, pesado, fixado
e destinado a estudos histologicos e imunoistoquimicos. O rim direito foi destinado a estudos

da expressdo proteica para TGF-f1 e para o ensaio de estresse oxidativo.

Peso corporal e peso do rim

As determinacdes de peso corporal foram realizadas semanalmente, por meio de balanca digital
(Acculab®), com os animais conscientes, em ambiente livre de ruidos para evitar estresse e
interferéncias nos resultados. Ap6s a eutanasia, 0s rins foram removidos e pesados. O peso do

rim foi avaliado pela média do peso do rim direito e esquerdo.

Glicemia pos-prandial, glicosuria e niveis séricos de 17p-estradiol

O perfil glicémico foi avaliado em amostras de soro coletado apos eutanasia, pela glicemia pds-
prandial. A glicosuria foi determinada em amostras de urina coletadas em gaiolas metabolicas,
48 horas apo6s a ultima sessdo do treinamento fisico. As concentracdes de 17p-estradiol foram
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analisadas nas amostras de soro coletadas apds a eutandsia das ratas de todos 0s grupos
experimentais. A glicemia e glicosdria foram dosados por fotometria automatizada (Beckman
Coulter AU480) e os niveis séricos de 17p-estradiol por imunoensaio (Beckman Coulter DXI

680).
Funcéo Renal

Quarenta e oito horas ap0s a ultima sessdo de treinamento, os animais foram colocados em
gaiolas metabdlicas para coleta de urina de 24 horas. Apds a eutanasia, amostras de sangue
foram retiradas para determinacdo das concentracGes de creatinina, ureia, sodio e potassio. O
fluxo urinario foi determinado a partir do volume total de urina em 24h e a taxa de filtracdo
glomerular (TFG) foi calculada através do cleareance de creatinina. As dosagens de sodio e
potassio foram determinadas e calculadas as fragfes de excrecdo desses ions. Além disso, foi
realizada quantificacdo da proteina urinaria. Esses parametros de funcéo renal foram analisados

usando um analisador bioquimico automatico (Beckman Coulter AU 480).
Morfologia Renal
Indice glomeruloesclerético

Apds a eutanasia, os rins foram removidos para os estudos histolégicos e morfométricos. O rim
esquerdo removido foi fixado em solucéo de Methacarn. O tecido foi parafinizado, cortado em
fatias de 4 um de espessura e corado com Acido Periddico Shift (PAS) para avaliacio da
glomeruloesclerose e examinadas sob microscopia de luz (Olympus BX51 - Japan). A
glomeruloesclerose segmentar focal (GESF) foi evidenciada pelo aumento segmentar da matriz
glomerular, obliteracdo segmentar ou dilatagdo da luz dos capilares glomerulares. Cem
glomérulos por animal foram selecionados e analisados aleatoriamente e a GESF foi
classificada de acordo com Saito e colaboradores (1987) numa escala de 0 a 4 (0 = grau

glomérulos normais; grau 1 = area esclerdtica até 25%; grau 2 = area esclerdtica 25 a 50%; grau
56



3 = éarea esclerdtica 50 a 75%; grau 4 = area esclerética entre 75 e 100%). O indice
glomeruloesclerético (GSI) foi calculado utilizando a seguinte formula: GSI = (1 x nl) + (2 x
n2) + (3 x n3) + (4 x N4) / NT, onde nX é numero de glomérulos com determinado grau de
lesdo, e nT é a soma dos glomérulos avaliado (SAITO et al., 1987). Tal analise foi realizada

por um observador que desconhecia o grupo experimental ao qual o animal pertencia.

Morfometria glomerular

Para analisar a area do tufo glomerular, cortes histolégicos de 4pum foram corados com PAS e
70 glomérulos (50 corticais e 20 justamedulares) de cada animal foram fotografados através de
uma camera acoplada ao microscépio (Olympus BX51 - Japan). As bordas externas de cada
tufo glomerular foram delimitadas manualmente, cujas areas foram determinadas por
morfometria computadorizada através do programa Image J 1.44P (National Institute of Health,

USA) e os resultados foram expressos em percentagens.

Fibrose glomerular

Para avaliacdo da fibrose glomerular, cortes histoldgicos de 4um foram corados com Tricrémio
de Masson (TM). Em seguida, 70 glomérulos (50 corticais e 20 justamedulares) de cada animal
foram fotografados através de uma camera acoplada ao microscopio (Olympus BX51 - Japan).
As areas marcadas foram analisadas pelo software Image J 1.44P (National Institute of Health,

USA) e os resultados expressos como percentagens.

LesOes tubulo-intersticiais

Para avaliar as lesdes tubulo-intersticiais, cortes histoldgicos de 4um foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE), cujas les6es foram caracterizadas como dilatacdo do limen tubular,
degeneracdo hidropica, perda da borda em escova e necrose tubular. Foram analisados 30

campos por cOrtex renal de cada animal, e as lesdes foram classificadas de acordo o escore de
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Shih e colaboradores (1988) numa escala de 0 a 4 (0 = normal; 0,5 = pequenas areas focais de
lesdo; 1 = comprometimento menor do que 10% do cortex; 2 = 10-25% de comprometimento;
3 = 25-75% de comprometimento; 4 = lesdes extensas envolvendo mais do que 75% do cortex
renal). Tal analise foi realizada por um observador que desconhecia 0s grupos experimentais.
Apos essa andlise, foi realizada uma quantificacéo estratificada onde o nimero de tdbulos com
cada uma das alteragdes foi dividido pelo nimero total de tubulos por campo e multiplicado
por 100. O dado foi apresentado como porcentagem de tdbulos lesados (KIM et al., 2010).
Essas alteracfes foram quantificadas por método computadorizado através do programa Image

J 1.44P (National Institute of Health, USA).

Estudos Imunoistoquimicos

Cortes histoldgicos do tecido renal foram incubados durante 1 hora em temperatura ambiente
com o anticorpo anti-ED1 monoclonal (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) e durante a noite a 4 °C com os seguintes anticorpos: anti-vimentina (1:100) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; sc-6260); anti-TGF-B1 policlonal (1:50) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; sc-146); anti-fibronectina policlonal (1:500) (Chemicon,
Temecula, CA, USA; AB1954); anti-linfocitos monoclonal (1:100)(Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA,; sc-53044) e anti-NF-xB (p65)policlonal (1:100) (Abcam, Cambridge,
UK; ab7970). O produto das reacdes foi detectado com o complexo avidina-biotina-peroxidase
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) e revelado com 3,3-diaminobenzidina (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). As sec¢des foram contra coradas com hematoxilina,
desidratadas e montadas. Com exce¢ao para a reagdo com o anti-ED1, ligagdes ndo-especificas
de proteinas foram bloqueadas por incubacdo com 20% de soro de cabra durante 30 min. Os
controles negativos foram realizados por meio da substituicdo dos anticorpos priméarios com
concentracdes equivalentes de 1gG de coelho normal. Para avaliar a imuno-reatividade das

reacOes para ED-1, CD43 e p65NF-«xB, foi quantificado o numero de células com marcagédo
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positiva em 100 glomérulos e 30 campos do CTI cortical de cada Iamina. A quantificagdo da
imuno-reatividade de vimentina, TGF-B1, fibronectina glomerular e CTI do cértex renal e do
CTI do cortex renal p65NF-xB foi determinada usando o software Image J 1.44P (National
Institute of Health, USA) e os resultados foram expressos como percentagens, em 70

glomérulos (50 corticais e 20 justamedulares) e 30 campos do CTI do cortex renal (0,245 mm?).
Preparacao de homogenato do tecido renal para Western blot

As amostras de tecido renal foram homogeneizadas em solugdo de isolamento (manitol 200
mM, HEPES 80 mM e KOH 41 mM, pH 7,5) contendo um coquetel de inibidores de proteases
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) usando o homogeneizador (Polytron - PT
10-35, Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA). Os homogenatos foram centrifugados a
2000g durante 15 min a 4 °C para remoc¢ao de nucleos e detritos celulares. Os sobrenadantes
foram isolados e a proteina foi determinada pelo ensaio de Bradford (Bio Agency Laboratorios,

Sédo Paulo, Brasil) (GONCALVES et al., 2014).

Expresséo proteica de TGF-B1 por Western blot

As proteinas foram separadas em geis de poliacrilamida por eletroforese. Apds transferéncia
por electroeluicdo para membranas de difluoreto de polivinilideno (GE Healthcare Limited,
Little Chalfont, UK), as bandas foram blogueadas por 60 minutos com leite em p6 desnatado a
5% em solucdo salina tamponada com Tris. Os blots foram entdo incubados overnighnt com
anticorpos anti-Actina (1:5000) e anti-TGF-B1 (1:200) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).
Apos lavagem em TBS-T (Solucdo Salina Tamponada com Tris 0,15% e Tween 20), as
proteinas foram incubadas com o anticorpo anti-rabbit (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) na diluicdo de 1:1000 e, em seguida as proteinas imunorreativas foram visualizadas

por quimioluminescéncia por documentador de gel Alience 4.7 Uvitec (Cambridge, Cambs,
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UK). Foi utilizada densitometria para analisar quantitativamente os niveis de proteina,

normalizando as bandas pela expressao da actina (GONCALVES et al., 2014).

Preparacdo de homogenato do tecido renal para mensuracao de substancias reativas ao

acido tiobarbiturico

O cortex renal do rim direito foi removido e imediatamente transferido para recipientes com
gelo. Em seguida, o tecido renal foi homogeneizado em tampdo RIPA (Sigma-Aldrich),
centrifugado a 1600g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi colhido para realizacdo do
ensaio do &cido tiobarbiturico (DRAPE et al., 1993). A concentracdo de proteinas no
homogenato renal foi determinada pelo kit comercial de proteinas totais monoreagente,
seguindo as intrugdes do fabricante (Bioclin, Brasil). Por fim, a concentracdo de TBARS (uM)
do cortex renal foi normalizada pela concentracdo de proteinas (mg/mL) e expressa em

uM/mg/mL.

Ensaio do &acido tiobarbiturico

A peroxidacéo lipidica foi avaliada por meio da mensuragéo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) no homogenatodo cortex renal, utilizando o método de Draper e
colaboradores (1993), e seguindo as orienta¢c6es do kit comercial TBARS (TCA Method) Assay
(Cayman Chemical, EUA). 100 pL de homogenato do cortex renal foram misturados a 100 pL
de &cido tricloacético 10%, e 800 pL de acido tiobarbiturico (53 mg dissolvidos em 100 mL de
acido acetico 20%). A mistura reacional foi incubada por uma hora em agua fervente; em
seguida, os tubos foram transferidos para um banho de gelo a fim de interromper a reacdo. Apos
10 minutos, as amostras foram centrifugadas (1600g, 10 minutos a 4°C) e o sobrenadante foi
lido em espectrofotometro (BEL Photonics®) no comprimento de onda de 532 nm. Os niveis
de TBARS foram calculados com base na curva feita com o padréo de malondialdeido (Cayman
Chemical, USA).
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade da distribuicdo, Kolmogorov-
Smirnov, e ahomogeneidade das varidncias foram avaliadas pelo teste de Bartlett. Para a anélise
dos dados foi utilizada a analise de variancia Two-Way seguido pelo pos-teste de Bonferroni,
com excecdes para, 0 dado de imunomarcacao para vimentina no CTI do cotex renal onde foi
utilizado o teste ndo-parametrico Kruskal Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn e, dado de
western blot onde foi utilizada a analise de variancia One-Way seguido pelo pds-teste de
Newman Keuls. Os dados sdo expressos como médiatdesvio padrdo (DP) e o nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. O programa estatistico utilizado foi o Graph Pad Prism,

versdo 5 (Graph Pad Software, San Diego, CA).

RESULTADOS

Capacidade fisica, peso corporal e peso do rim

O exercicio iniciado previamente aumentou a capacidade fisica e 0 peso corporal nas ratas do
grupo DPTO quando comparado ao grupo DSO (p<0,001). O treinamento melhorou também a
capacidade fisica do grupo controle CPTO comparado ao grupo sedentario CSO (p<0,001)
(Tabela 1). Os animais dos grupos diabéticos (DSO e DPTO) apresentaram aumento do peso

relativo dos rins quando comparado aos seus respectivo controles (p<0,001) (Tabela 1).

Glicemia pos-prandial, glicosuria e concentragao sérica de 17p-estradiol

As ratas diabéticas do grupo DSO apresentaram aumento significativo da glicemia pds-prandial
guando comparado ao grupo controle (p<0,001), mas esse aumento ndo foi associado ao
consumo da dieta, uma vez que ndo houve diferen¢a no consumo de ragdo entre 0S grupos
experimentais (Dados ndo mostrados). O exercicio fisico reduziu a glicemia pds-prandial no

grupo DPTO quando comparado ao grupo DSO (p<0,001) (Tabela 1). A glicosuria foi também
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atenuada pelo exercicio fisico nas ratas do grupo DPTO em relagdo ao grupo DSO (p<0,05).
Conforme esperado, ndo houve diferencas nas concentracfes séricas de 17p-estradiol entre 0s
grupos experimentais (CSO - 37,83+0,9; CPTO - 35,33%£2,1; DSO - 32,67+1,2; DPTO -

41,67+4,8; dados em pg/ml), confirmando a eficiéncia da ovariectomia.
Funcéo renal

O grupo DSO apresentou aumento nas concentrag@es sericas de creatinina quando comparado
ao grupo CSO (p<0,001). O exercicio fisico reduziu esse efeito nas ratas do grupo DPTO
(p<0,05) (Tabela 2). Todas as ratas diabéticas ovariectomizadas, sedentarias ou treinadas,
apresentaram elevacdo da TFG (p<0,01), da excrecdo urinaria de ureia (p<0,05), do fluxo
urinario em relac&o aos seus respectivos controles, ndo havendo influéncia do exercicio sobre
esses parametros (Tabela 2). A fracdo de excrecdo de Na* e a proteinUria estavam elevadas
somente no grupo DSO em relacdo ao seu controle (p<0,001). Contudo, o exercicio fisico
iniciado previamente reduziu a excrecdo urinaria de proteinas no grupo DPTO quando

comparado ao grupo DSO (p<0,05) (Tabela 2).
Morfologia Renal

O indice glomeruloesclerético foi maior nos grupos diabéticos quando comparado aos seus
respectivos controles (p<0,001). No entanto, o exercicio atenuou a glomeruloesclerose
segmentar focal no grupo DPTO em relacéo ao grupo DSO (p<0,05) (Tabela 3, Figura 1). Os
animais do grupo DSO apresentaram maior area de fibrose glomerular quando comparado ao
grupo CSO (p<0,001). O exercicio reduziu também a marcacdo para fibrose no grupo DPTO
quando comparado ao grupo DSO (p<0,001) (Tabela 3, Figura 1). Os resultados dos estudos
histoldgicos do cortex renal demonstraram que 0s animais diabéticos apresentaram maior
escore de LTI quando comparados aos animais controles (p<0,001). O exercicio atenuou essas

lesdes no grupo DPTO quando comparado ao grupo DSO (P<0,001) (Tabela 3, Figura 1). Os
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resultados da quantificacéo estratificada das LTI evidenciaram ainda que os grupos diabéticos
apresentaram maiores percentagens de tObulos acometidos com degeneracdo hidrdpica,
dilatagdo da luz tubular, perda da borda em escova e necrose epitelial em relacdo aos seus
respectivos controles (p<0,05). Todas essas alteragdes foram atenuadas pelo exercicio no grupo

DPTO quando comparado ao grupo DSO (p<0,05) (Tabela 3, Figura 1).
Estudos imunoistoquimicos

Nossos dados demonstraram aumento da expressdo glomerular para fibronectina no grupo DSO
guando comparado com o grupo CSO (p<0,01). O exercicio reduziu essa expressdo no grupo
DPTO quando comparado com o grupo DSO (p<0,001), e no grupo CPTO quando comparado
com o grupo CSO (p<0,01) (Tabela 4, Figura 2). Nao foi detectada marcacdo para para
fibronectina no CTI do cortex renal das ratas. A imunomarcacdo elevada de TGF-B1 nos
glomérulos (p<0,001) e no CTI (p<0,05) do cértex renal das ratas do grupo DSO foi reduzida
pelo exercicio prévio no grupo DPTO em relacdo ao grupo DSO (p<0,01) (Tabela 4, Figura 2
e 4). O grupo DSO apresentou aumento no numero de células ED-1 e CD43 positivas tanto no
glomérulo (p<0,001), (p<0,01) quanto no CTI do cértex renal (p<0,001), (p<0,05),
respectivamente, quando comparado ao grupo CSO. O exercicio reduziu o nimero dessas
células nos glomerulos (p<0,001), (p<0,01) e no CTI (p<0,01), (p<0,05) respectivamente, nas
ratas do grupo DPTO (Tabela 4, Figura 3). O exercicio também reduziu a imunomarcacao
nuclear de células NF-kB (p65) positivas nos glomérulos do grupo DPTO quando comparado
ao grupo DSO (p<0,01). Além disso, os dados demonstraram aumento da imunomarcagao
citoplasmatica para esse fator no CTI dos grupos DSO e DPTO quando comparado aos seus
controles (p<0,05) (Tabela 4, Figura 3). Os animais diabéticos apresentaram aumento da
imunomarcacao para vimentina no CTI do cértex renal quando comparado aos grupos controles
(p<0,05) (Tabela 4, Figura 2). Contudo, o exercicio ndo alterou a expressdo desse marcador de

miofibroblasto.
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Expresséo proteica de TGF-B1 no cortex renal

As ratas sedentarias do grupo DSO apresentaram maior expressao proteica de TGF-1 no cortex
renal quando comparada as ratas do grupo CSO (p<0,001). O exercicio prévio preveniu esse
aumento nas ratas previamente treinadas do grupo DPTO (p<0,001) (Figura 4). Como ndo foi
demonstrada alteragdo dos parametros histoldgicos, imunoistoquimicos e de fungdo, ndo foi

realizada a expressao proteica nos animais do grupo DPTO.
Niveis de TBARS no cortex renal

Os niveis de TBARS foram mais elevados no cortex renal das ratas do grupo DSO quando
comparado ao grupo CSO (p<0,001). Contudo, 0 exercicio preveniu esses niveis no grupo
DPTO (p<0,001). Além disso, o exercicio fisico reduziu também os niveis de TBARS nos

animais do grupo CPTO quando comparado ao grupo CSO (p<0,001) (Figura 5).

DISCUSSAO

Este estudo investigou o impacto do exercicio fisico aerébico moderado iniciado previamente
a inducdo do diabetes mellitus sobre a peroxidacéo lipidica, inflamacéo e a funcdo e estrutura
renal em ratas wistar ovariectomizadas. Os nossos resultados demonstram que o exercicio fisico
prévio evitou a perda de peso e melhorou o desempenho fisico, os niveis glicémicos e a
glicosuria. Além disso, o exercicio reduziu as concentracdes séricas de creatinina, a proteindria,
as alteragBes histoldgicas e morfométricas, os marcadores de inflamacdo e da matriz

extracelular e a peroxidacéo lipidica nas ratas diabéticas treinadas ovariectomizadas.

A eficécia da ovariectomia, no nosso estudo, foi comprovada pelas baixas concentracdes do
17B-estradiol em todas as ratas dos diferentes grupos experimentais. O exercicio fisico aerobico

iniciado previamente a inducdo do DM atenuou a perda de peso corporal, 0s niveis glicémicos
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e a glicosuria, além de aumentar a capacidade fisica dos animais do grupo DPTO. E importante
ressaltar que ndo houve diferenca do consumo alimentar entre as ratas diabéticas sedentarias e
treinadas (Dados ndo mostrados), o que confirma a eficacia do exercicio na reducéo da glicemia
pos-prandial nos animais treinados. Em concordancia com nossos achados, estudos anteriores
também demonstraram que o treinamento fisico iniciado previamente & inducdo do DM atenuou
a glicemia, perda de peso, glicosuria e aumentou a capacidade fisica em animais portadores de
DM induzido por STZ (SILVA et al., 2012; AMARAL et al., 2016; 2018). Os mecanismos
pelos quais o exercicio medeia esses efeitos ndo estao totalmente esclarecidos, contudo estudos
tém demonstrado que o treinamento aerdbico de intensidade moderada aumenta a capacidade
energética em mitocéndrias do musculo esquelético de ratos diabéticos (MIDAQUI et al.,
1996), aumenta a funcdo mitocondrial em rins de ratos espontaneamente hipertensos (GU et al.,
2015), melhora a sensibilidade a insulina em ratas ovariectomizadas espontaneamente
hipertensas com sobrecarga de frutose (CONTI et al., 2015) e estimula a captacéo de glicose
no musculo de ratas Zucker diabéticas obesas ovariectomizadas (BERGERANET al., 2014).
Entretanto, ndo existem estudos avaliando os efeitos do exercicio fisico iniciado previamente a

inducdo do DM sobre o controle metabolico em ratas diabéticas ovariectomizadas.

As alteracdes da funcdo renal foram constatadas pelo aumento da creatinina sérica, da fracdo
de excrecdo de sodio, do clearance de ureia e da proteindria nas ratas sedentérias diabéticas
ovariectomizadas. O aumento da proteinaria e albuminuria em animais diabéticos esta
associado ao comprometimento de proteinas estruturais e da permeabilidade glomerular
desencadeada pela hiperglicemia (ITO et al., 2015; SALEH et al., 2016). No entanto, o
exercicio fisico preveniu o aumento da proteindria e creatinina sérica nas ratas do grupo DPTO.
Estudo anterior do nosso laboratério demonstrou também que o exercicio prévio aerébico
reduziu a proteindria de ratas nédo-ovriectomizadas diabéticas (AMARAL et al., 2016).

Adicionalmente, estudos demonstraram que o exercicio realizado apds inducdo do diabetes
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reduziu a creatinina sérica e a proteinaria de ratos (KURDAK et al., 2010; RODRIGUES et al.,
2011). Os efeitos benéficos do exercicio fisico podem ser atribuidos a reducao da hiperglicemia,
do estresse oxidativo e melhora da biodisponibilidade do 6xido nitrico em animais diabéticos

(RODRIGUES et al., 2011; SILVA et al., 2012; ITO et al., 2015; AMARAL et al., 2018).

Apesar da diminuicéo de estrogenos estar associada ao desenvolvimento da glomeruloesclerose
em mulheres na p6s-menopausa e em ratas ovariectomizadas (ANTUS et al., 2003; ELLIOT et
al., 2003; CHIN et al., 2005), a condi¢do de hiperglicemia e o estabelecimento da ND sé&o
também determinantes para o desenvolvimento de lesdes glomerulares (LAGRANHA, 2007;
AL-TRAD et al., 2015). Os nossos estudos histopatologicos demonstraram que 0 DM induziu
danos estruturais nos glomérulos compativeis com glomeruloesclerose segmentar focal.
Entretanto, o exercicio iniciado previamente a administracdo de STZ atenuou tais alteragdes no
grupo DPTO. Mankhey e colaboradores (2005) também demonstraram que ratas diabéticas
ovariectomizadas sedentéarias apresentaram aumento do espessamento da membrana basal
glomerular e expansao mesangial, enquanto que a reposicao de 17p-estradiol reduziu as leses
nessas ratas. A reposicdo do 17p-estradiol foi também benéfica no tratamento de doencas renais
diabéticas e da hipertensao arterial (MARIC et al., 2004; MANKHEY et al., 2005). Entretanto,
recentemente tem-se focado na inclusdo de abordagens ndo farmacolégicas, tais como exercicio
fisico, no intuito de prevenir e/ou retardar a progressdao de doencas renais. Rodrigues e
colaboradores (2011) demonstraram que o exercicio iniciado apés a inducdo do diabetes foi
capaz de reduzir as alteracdes glomerulares em ratos machos. Amaral e colaboradores (2016)
demonstraram que o exercicio fisico moderado reduziu o indice glomeruloesclerético em ratas
nédo-ovriectomizadas com diabetes induzido por STZ. Contudo, ndo foram encontrados estudos
avaliando os efeitos do exercicio fisico iniciado previamente a inducdo do DM em ratas

ovariectomizadas.
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As lesdes tubulo-intersticiais estavam também mais pronunciadas no cortex renal das ratas
DSO. Fernandes e colaboradores (2016) observaram fibrose tdbulo-intersticial, expansdo
mesangial, aumento da matriz extracelular, lesbes tubulo-intersticiais e aumento da peroxidacéo
lipidica em ratos diabéticos unifrectomizados. Mankhey e colaboradores (2005) demonstraram
que as alteragdes tubulo-intersticiais induzidas pelo DM em ratas ovariectomizadas foram
atenuadas pela reposicdo do 17p-estradiol. Contudo, em nosso estudo, as lesdes tdbulo-
intersticiais foram reduzidas pelo exercicio fisico prévio em ratas diabéticas ovariectomizadas
do grupo DPTO. O exercicio fisico aerdbico, realizado ap6s inducdo do DM1 promoveu
reducdo das alteracdes degenerativas vacuolares tubulares em ratos machos (RODRIGUES et
al., 2011), diminuiu as lesdes tabulo-intersticiais em um modelo de doenga renal crénica (CAO
et al., 2016) ¢ marcagdo para o-SMA (um marcador de leséo tubulointersticial) em ratos Zucker
com ND (ITO et al., 2015). Além disso, foi demonstrado, que o exercicio fisico prévio reduziu
também as lesbes no CTI do cortex renal de ratas ndo-ovriectomizadas diabéticas (AMARAL
et al., 2016). Contudo, como as lesdes induzidas pelo diabetes sdo mais predominantes em
glomérulos, poucos estudos avaliam os efeitos do exercicio sobre as alteracdes tubulo-
intersticiais, principalmente o exercicio prévio, na condi¢cdo de reducdo dos hormonios sexuais

femininos.

A expansdo da matriz mesangial na fase inicial da nefropatia diabética estd associada ao
acumulo excessivo de proteinas da matriz, tais como a fibronectina e o colageno do tipo IV
(MASON; WAHAB, 2003). A fibronectina é a primeira proteina a ser depositada em doencas
renais fibroticas, constituindo-se num suporte para a deposicdo de outras proteinas além de
atuar como um quimioatrator de fibroblastos (ZEISBERG; NEILSON, 2010). Nossos
resultados demonstraram aumento da expressdo de fibronectina no glomérulo e da fibrose
glomerular nas ratas DSO. O aumento da deposicdo de MEC, em nosso estudo, pode estar

contribuindo para o desenvolvimento de alteracdes glomerulares, com consequente proteinuria
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e disfuncdes renais nas ratas DSO. Contudo, o exercicio fisico prévio reduziu as expressdes de
fibronectina e a fibrose glomerular nas ratas do grupo DPTO. Nossos dados sdo consistentes
com outros estudos que também demonstraram que o exercicio aerébico atenuou 0 acimulo de
proteinas de MEC em glomérulos (AMARAL et al., 2016, FALEIROS et al., 2017) e retardou
0 desenvolvimento de danos estruturais em ratos portadores de doenca renal cronica (CAO et
al., 2016). Os nossos dados demonstraram também aumento da expressao de vimentinano CTI
do cértex renal de todas as ratas diabéticas. A expressdo de vimentina em células intersticiais
representa ativacdo de miofibroblastos em fibroblastos intersticiais renais (ESSAY et al.,1997),
0s quais podem induzir a producdo de proteinas da MEC. O exercicio prévio reduziu a
expresséo de vimentina no CTI das ratas DPTO, mas essa alteragédo ndo foi significativa quando

comparada ao grupo DSO.

Em nosso estudo, o aumento da expressdo proteica de TGF-B1 no cortex renal do grupo DSO
foi reduzido pelo exercicio fisico iniciado previamente a inducdo do DM nas ratas do grupo
DPTO. O TGF-B1 ¢ considerado uma das principais citocinas mediadoras do acimulo de MEC,
expansdo mesangial e desenvolvimento de fibrose tecidual na ND (SHARMA; MCGOWAN,
2000; DIXON, MARIC et al., 2007). Estudos demonstraram que 0 TGF-B1 estimulou a
producdo de elastina, fibronectina e colagenos tipos I, 111 e 1V, sendo esses efeitos relacionados
a inibicdo de metaloproteinases de matriz e ativacdo de inibidores de proteases em ratos com
diabetes do tipo 1 (CHEN et al.,2004; SINGH et al., 2018). O aumento de TGF-1 promove
inflamacéo, estimula a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de vérias proteinas de MEC,
resultando em hipertrofia glomerular e expansdo da matriz mesangial observadas na ND
experimental (LI et al., 2010; LEE et al., 2010). Amaral e colaboradores (2016) demonstraram
expressao reduzida de TGF-B1 nos glomérulos e diminui¢ao de lesdes glomerulares em ratas
diabéticas ndo-ovriectomizadas submetidas ao exercicio fisico prévio. O efeito do exercicio

fisico sobre a expressdo de TGF-B1 em ratos diabéticos, ainda é pouco documentado. Além
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disso, até 0 momento, ndo foram encontrados estudos analisando os efeitos do exercicio prévio

em ratas diabéticas ovariectomizadas.

O numero de monaocitos/macrofagos e linfécitos em glomérulos e no CTI do cértex renal estava
elevado nas ratas do grupo DSO. O exercicio reduziu essas altera¢cbes no grupo DPTO. O
aumento de mondcitos/macréfagos e linfocitos tem sido demonstrado em glomérulos e no
intersticio renal em estudos clinicos e em modelos experimentais de ND (MEZZANO et al.,
2004; AWAD et al., 2006; MAEDA et al., 2008; AWAD et al., 2011; AMARAL et al., 2018).
O actmulo de mondcitos/macréfagos, linfécitos e fibroblastos e os produtos derivados dessas
células sdo responsaveis pela inflamagdo no rim diabético (SURYAVANSHI, KULKARNI,
2017). A resposta imune subsequente leva a deposicdo de matriz e fibrose na injuria renal
progressiva (KATZ et al., 2002; CHOW, 2005). O treinamento fisico reduziu a expresséo da
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) no tecido renal e a infiltracdo de macréfagos
nos glomérulos e na area tubulo-intersticial em ratos com diabetes mellitus tipo 2 (ISHIKAWA

etal., 2012).

O nosso estudo demonstrou aumento da peroxidacdo lipidica no cortex renal e da
imunomarcacao para NF-kB no glomérulo e no CTI do cortex renal das ratas DSO, enquanto
as ratas DPTO apresentaram uma reducdo desses marcadores. Rodrigues e colaboradores
(2011) evidenciaram que o exercicio fisico, realizado ap6s a inducdo do diabetes, promoveu
reducdo dos niveis de TBARS plasmatico e urinario em ratos com diabetes mellitus tipo 1. A
hiperglicemia esté fortemente associada ao aumento da producdo de EROs, os quais contribuem
para a peroxidacdo lipidica em membranas celulares, e também sdo responsaveis pela ativacdo
do NF-xB (PUNARO et al., 2014). Lee e colaboradores (2010) demonstraram acumulo de
EROs e aumento da ativacdo de NF-kB e TGF-B1 em glomérulos e tibulos proximais renais
em ratos diabéticos. Adicionalmente, Mezzano e colaboradores (2004) demonstraram que a

ativacdo do NF-xB se correlacionou com aumento da expressdo de genes pré-inflamatorios
69



(MCP-1 e RANTES), principalmente em células epiteliais tubulares de pacientes com ND, o
que pode ter contribuido para o aumento da proteindria e a infiltracdo de células imunes
intersticiais nesses pacientes. Estudo recente do nosso laboratorio demonstrou que o exercicio
aerdébico melhorou a biodisponibilidade de dxido nitrico, reduziu a peroxidag&o lipidica renal e
0 numero de células marcadas para linfocitos no CTI do cortex renal de ratas intactas com DM
induzido por STZ (AMARAL et al., 2018). Até o presente momento, ndo existem estudos
demonstrando o efeito do exercicio prévio sobre o estresse oxidativo e a inflamagao renal em
ratas ovariectomizadas com diabetes do tipo 1. Diante disso, a redugdo da peroxidacao lipidica
pode estar contribuindo para a diminuigéo da expressédo do NF-xB, TGF-f1 e da inflamagéo em
ratas diabéticas ovariectomizadas previamente treinadas com consequente melhora dos

parametros de funcéo e estrutura renal analisados nesse estudo.

Em concluséo, nossos dados sugerem que o exercicio fisico de intensidade moderada, iniciado
previamente a inducdo do diabetes, pode retardar a progressdao da nefropatia diabética,
preservando a estrutura e a funcgdo renal através da reducéo da peroxidacao lipidica e inflamacéo

renal nos rins de ratas diabéticas ovariectomizadas.
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Tabela 1. Teste de corrida mé&xima, peso corporal, peso dos rins, glicemia pds-prandial,
glicosuria, e concentracdo de 17B-estradiol de ratas controles diabéticas sedentarias
ovariectomizadas (CSO), ratas controles previamente treinada ovariectomizadas (CPTO), ratas
diabéticas sedendatias ovariectomizadas (DSO) e ratas diabéticas previamente treinadas

ovariectomizadas (DPTO).

CSO CPTO DSO DPTO
Teste de corrida maxima ~ 17,11%3,3 2811+1,77  16,33+2,2 23,67+ 3,4
Peso corporal 318,5+ 14 339,4+ 24 182,0+ 29 279,0+ 10™1
Peso dos rins 0,23+0,01 0,26£0,02  0,53+0,07 0,59+ 0,17
Glicemia pés-prandial 107,5+ 8 116,1+9 926,4+ 83" 665,3+ 133"
Glicostria 1,402+ 0,7 0,7634+0,4 2377+330,2"" 1781+ 652,0%"

Os dados séo apresentados como médiaxDP, n=6 por grupo. Teste de corrida maxima (m/min);
peso corporal (g); peso dos rins (g/100g de peso corporal); glicemia pds-prandial (mg/dl);
glicostria (mg/24 h); ™ p<0,001 versus CSO; #p<0,05 e"*p<0,001 versus CPTO; ™p<0,001

versus DSO.
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Tabela 2. Dados de funcédo renal de ratas controles diabéticas sedentarias ovariectomizadas
(CSO), ratas controles previamente treinada ovariectomizadas (CPTO), ratas diabéticas
sedendatias ovariectomizadas (DSO) e ratas diabéticas previamente treinadas ovariectomizadas

(DPTO).
CSO CPTO DSO DPTO
Creat S 0,71x0,06  0,83%0,25 1,87+0,54™ 1,29+0,39"
TFG 0,24+0,04 0,21+0,14 0,90+0,41 0,68+0,24%
Fluxo U 4,1%2,2 3,6%2,6 78,8+50,4™" 85,2+23,1%##
FENa* 0,48+0,16  0,65+0,22 1,09+0,41 0,8620,41
FEK* 32,90+4,7  34,05+34,4 30,11%7,9 40,52+33,1
Ureia 11,7+ 11,4 9,248,3 727,7+627,3™ 622,3+433,0"
Proteindria 1,9+0,77 4,7+5,77 29,5+13,3"™ 15,2+6,06"

Os dados sdo apresentados como média£DP, n=6 por grupo. Creat S, creatinina sérica (mg/dL);
TFG, taxa de filtracdo glomerular (ml/min/100g); Fluxo U, fluxo urinario (pl/min); FENa®,
fracdo de excrecdo de sddio; FEK*, fracdo de excrecédo de potassio; ureia (mg/24 h); Proteindria
(mg/24 h). "p<0,05 e *p<0,001 versus CSO; *p<0,05, #p<0,01 e"*p<0,001 versus CPTO;

"0<0,05 versus DSO.
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Tabela 3. Dados de Histologia e Morfometria Renal de ratas controles diabéticas sedentarias
ovariectomizadas (CSO), ratas controles previamente treinada ovariectomizadas (CPTO), ratas
diabéticas sedendatias ovariectomizadas (DSO) e ratas diabéticas previamente treinadas

ovariectomizadas (DPTO).

CSO CPTO DSO DPTO
IG 1,60,16 1,7+0,16 3,3+0,26™" 2,8+0,35%"
Areact 91744519  10077+1005 10585+1218" 10107+526
Fibrose glomerular 6,51+1,35 5,28+0,92 10,79+1,67 4,95+0,13™"
LTI 0,32+0,07 0,24+0,03 1,9+0,25"" 1,140,161
Necrose epitelial 0,34+0,35 0,11+0,09 1,97+0,79™" 0,98+0,78*"
Dilatagéo tubular 2,17+0,56 3,4+0,58 16,83%3,9"" 11,9245 3###1
Perda de borda 3,93+2,0 2,06+0,47 24,07+6,7" 17,83+2,1%#!
Deg. hidropica ND ND 8,47+1,85"" 4,48+1,68*#1

Os dados sdo apresentados como médiatDP, n=6 por grupo. IG, indice glomerulosclerotico;
Areacr, area do tufo glomerular (um?); LTI, lesBes tubulo-intersticiais; Deg. hidropica,
degeneracédo hidropica; ND, ndo detectado. “p<0,05. “p<0,001 e ““p<0,001 versus CSO;
#0<0,05; "p<0,01 e"p<0,001 versus CPTO; "p<0,05; "p<0,01 e™"p<0,001 versus DSO.
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Tabela 4. Imunomarcagéo de ED-1, CD43, NF-«xB (p65), TGF-B1, vimentina e fibronectina no
tecido renal de ratas controles diabéticas sedentarias ovariectomizadas (CSO), ratas controles
previamente treinada ovariectomizadas (CPTO), ratas diabéticas sedendéatias ovariectomizadas

(DSO) e ratas diabéticas previamente treinadas ovariectomizadas (DPTO).

CSO CPTO DSO DPTO

Vimentinac 27,91+7,8 18,84+8,3 22,06+0,83 25,46+5,9
Vimentinacri 0,0(0,0;0,09)  0,0(0,0;0,44)  9,29(0,28;20)°  1,19(0,78;6,4)
Fibronectinac 7294055  516%0,0,85"  18,63+1,58™  6,935+0,74'"
TGF- Blc 11,31+2,8 9,539+1,1 20,11+3,13™ 12,993,041t
TGF- Blcmi 12,95+4,46 15,53+1,51 10,974¢549"  8,82+3,33"1
ED-1c 0,93+0,17 0,98+0,41 4,30+1,15™  2,06+0,99'
ED-lcmi 3,52+0,60 3,91+1,25 8,73+1,45™ 5,30+2,10'
CD43c 2,0£0,96 1,53+0,73 4,11+0,93™ 2,0+0,99'
CD43ci 5,76+2,25 7,10+2,36 10,48+2,84" 5,97+2,96"
NF-kBo 0,75+0,43 0,490,18 3,16+1,61™ 1,29+0,44™
NF-kBcri 14,71+6,49 16,21+2,16 22,25+3,96" 23,66+5,19"

Os dados sdo apresentados como médiaztDP e em mediana e percentil 25 e 75 para
VimentinacTi, =6 por grupo. G, glomerular; CTI, compartimento tabulo-intersticial; ED-1,
marcador de mondcitos/macréfagos; CD43, marcador de linfécitos; TGF- B1, fator de
crescimento transformante beta 1; NF-«kB, fator nuclear kappa B. “p<0,05. “‘p<0,001 e
“*p<0,001 versus CSO; “p<0,05; #p<0,01 versus CPTO; "p<0,05; ™p<0,01 e ™p<0,001 versus

DSO.
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Figura 1. Fotomicrografias representativas de alteracfes histologicas glomerulares (coloracéo
com PAS), seta fina - obliteracdo da luz dos capilares glomerulares, seta espessa - dilatacdo dos
capilares glomerulares, ponta de seta - acimulo de matriz extracelular; de fibrose glomerular
(coloracdo com Tricromio de Masson), seta fina - areas de fibrose; e de lesdes tubulo-
intersticiais (coloragdo com HE), ponta de seta - degeneracéo hidropica, seta espessa - dilatagdo
da luz tubular e perda da borda em escova, estrela - tibulos em necrose; de ratas controles
diabéticas sedentarias ovariectomizadas (CSQO), ratas controles previamente treinada
ovariectomizadas (CPTO), ratas diabéticas sedendatias ovariectomizadas (DSO) e ratas
diabéticas previamente treinadas ovariectomizadas (DPTO). Foi possivel observar reducéo das
alteracOes glomerulares e tubulo intersticiais no grupo DPTO. Coloragdo com PAS e Tricromio
de Masson, aumento x400; colora¢do com HE, aumento x200.
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Fibronectina
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Figura 2. Imunolocalizago para vimentina e TGF-B1 no glomérulo e CTI do cortex renal; e
para fibronectina no glomérulo; de ratas controles diabéticas sedentéarias ovariectomizadas
(CSO), ratas controles previamente treinada ovariectomizadas (CPTO), ratas diabéticas
sedendatias ovariectomizadas (DSO) e ratas diabéticas previamente treinadas ovariectomizadas
(DPTO). Setas finas indicando marcacao para vimentina no glomérulo e CTI1 do cdrtex renal.
Aumento x200. Houve menor intensidade de imunomarcao de fibronectina (ponta de seta) no
glomérulodo grupo DPTO. Aumento x400. Houve menor intensidade de marcacéo de TGF-B1
(seta) no glomérulo e CTI do cértex renal do grupo DPTO. Aumento x200.
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ED-1

CD43

Figura 3. Imunolocalizacdo para células ED-1 positivas, células CD43 positivas e NF-xB
(p65), no glomérulo e CTI do cortex renal de ratas controles diabéticas sedentérias
ovariectomizadas (CSO), ratas controles previamente treinada ovariectomizadas (CPTO), ratas
diabéticas sedendatias ovariectomizadas (DSO) e ratas diabéticas previamente treinadas
ovariectomizadas (DPTQ). Foi possivel observar reducdo da marcacdo para células ED-1 e
CD43 positivas no glomérulo e CTI do cortex renal. Aumento x200. Foi observada menor
intensidade de imunomarcéo nuclear de células NF-xB (p65) positivas no glomérulodo grupo
DPTO. Aumento x200.
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Figura 4. Expressao proteica de TGF-B1 no cortex renal de ratas controles diabéticas

sedentarias ovariectom

izadas (CSO), ratas diabéticas sedendatias ovariectomizadas

(DSO) e ratas diabéticas previamente treinadas ovariectomizadas (DPTO). Os dados séo

expressos como médiat
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DP. "“p<0,001 versus CSO; ™p<0,001 versus DSO.
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Figura 5. Niveis de TBARS no cortex renal de ratas controles diabéticas sedentarias
ovariectomizadas (CSO), ratas controles previamente treinada ovariectomizadas (CPTO),
ratas diabéticas sedendatias ovariectomizadas (DSO) e ratas diabéticas previamente
treinadas ovariectomizadas (DPTO). Os dados sdo expressos como média+DP. ““p<0,001
versus CSO; ™p<0,001 versus DSO.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, analisamos o efeito do exercicio fisico moderado iniciado previamente a
inducdo do diabetes sobre as alteracfes de funcéo e estrutura renal em ratas ovariectomizadas.
Nossos dados demonstram que o exercicio prévio melhorou pardmetros funcionais,
histoldgicos, inflamatérios e reduziu a peroxidacdo lipidica em ratas diabéticas

ovariectomizadas.
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