UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSTITUTO MULTIDISCIPLINAR DE SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS

MAYANE OLIVEIRA REBOUCAS DA SILVEIRA

ESTUDO DAS ALTERACOES RENAIS E ESTRESSE OXIDATIVO
EM RATAS OVARIECTOMIZADAS COM

DIABETES MELLITUS TIPO 1:
EFEITO DO EXERCICIO FISICO MODERADO

Vitéria da Conquista - BA

2017



MAYANE OLIVEIRA REBOUCAS DA SILVEIRA

ESTUDO DAS ALTERACOES RENAIS E ESTRESSE OXIDATIVO
EM RATAS OVARIECTOMIZADAS COM

DIABETES MELLITUS TIPO 1:
EFEITO DO EXERCICIO FISICO MODERADO

Dissertacdo a ser apresentada ao Programa de P6s- Graduagdo em
Biociéncias, Instituto Multidisciplinar em Salde, Universidade
Federal da Bahia, como requisito para obtengdo do titulo de Mestre
em Biociéncias

Orientadora: Prof2. Dr2. Telma de Jesus Soares

Universidade Federal da Bahia

Co-Orientadora: Profé. Dr2. Liliany Souza de Brito Amaral

Universidade Federal da Bahia

Vitoria da Conquista — BA

2017



MAYANE OLIVEIRA REBOUCAS DA SILVEIRA

ESTUDO DAS ALTERACOES RENAIS E ESTRESSE OXIDATIVO
EM RATAS OVARIECTOMIZADAS COM

DIABETES MELLITUS TIPO 1:
EFEITO DO EXERCICIO FISICO MODERADO

Esta dissertacdo foi julgada adequada a obtencéo do grau de Mestre em Biociéncias e aprovada em sua

forma final pelo Programa de P6s-graduacdo em Biociéncias, Universidade Federal da Bahia.

Vitoria da Conquista — BA, 28 Marco de 2017.

Prof.2 Dr2. Telma de Jesus Soares

Universidade Federal da Bahia

Prof.* Dr Liliany Souza de Brito Amaral

Universidade Federal da Bahia

Prof2. Dr. Amélia Cristina M. de Magalhdes Gusmao

Universidade Federal da Bahia

Prof. Dr. Rafael Pereira de Paula

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia



A minha familia, professores e amigos que contribuiram para que eu

pudesse me dedicar na concretizagdo deste projeto.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todo amor e beng¢do. Por me permitir concretizar cada sonho ao seu tempo.

A minha orientadora, Telma Soares, pelo apoio, confianca e compreensio. Um exemplo de ser
humano e profissional que faz acreditar sempre mais que, Deus coloca as pessoas certas, na hora certa

em nosso caminho profissional.

A minha co-orientadora, Liliany Amaral, por compartilhar seu conhecimento e experiéncias tao

importantes na minha busca pelo conhecimento.

Aos colegas do grupo de pesquisa e laborat6rio (Samira, Halanna, Jéssica, Edilene, Gabriela, Israel,

Thiago). Sem o apoio e conhecimento de vocés esse projeto nao seria possivel.
Professores e colegas do programa por compartilharem conhecimento e vivéncia profissional.

A0 meu esposo, Daniel, meu companheiro de todos 0s momentos. Maior incentivador nesta jornada.

Sem seu apoio e parceria me impulsionando sempre para frente ndo poderia concluir essa etapa.
Ao meu filho, Felipe, maior realizacdo da minha vida, fonte da minha alegria e motivacéo.

Aos meus pais (Messias e Maria José), meus irmaos (Marilia, Mariana, Maisa e Marcos). Cada um, a
seu modo, de todas as formas possiveis, foram definitivos e indispensaveis para que eu conseguisse

dar seguimento a esse trabalho.

Aos meus sogros (Péricles e Sénia) e meus cunhados Rafael e André, minha familia adotiva, por todo

tempo e carinho que dedicaram ao meu filho para que eu pudesse estudar.

Aos amigos, pelos momentos Unicos e palavras de animo.



"O sucesso nasce do querer, da determinacéo e persisténcia em se chegar a um
objetivo. Mesmo ndo atingindo o alvo, quem busca e vence obstaculos, no minimo

fara coisas admiraveis."

José de Alencar



RESUMO

SILVEIRA, M. O. R. Estudo das alteragdes renais e estresse oxidativo em ratas
ovariectomizadas com diabetes mellitus tipo 1: Efeito do exercicio fisico moderado.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto Multidisciplinar de Sadde, Universidade
Federal da Bahia, Vitoria da Conquista, 2017.

O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos do exercicio fisico aerobico progressivo, de
intensidade moderada, sobre a funcdo e estrutura renal de ratas Wistar ovariectomizadas
portadoras de DM1 induzido por estreptozotocina (STZ). Para tanto, 18 ratas foram divididas
em 3 grupos: CSO — ratas controles sedentarias ovariectomizadas; DSO — ratas diabéticas
sedentérias ovariectomizadas; e DTO — ratas diabéticas treinadas ovariectomizadas. O DM1
foi induzido por meio de uma injecdo Unica de STZ (40mg/kg, IV). Ap6s a comprovagdo do
diabetes, o grupo DTO foi submetido a oito semanas de exercicio aerdébico moderado e
progressivo. As ratas foram colocadas em gaiolas metabolicas para a coleta de urina de 24h, e,
apos a eutanasia foram coletados os rins e amostras de sangue para a analise dos parametros
de funcdo e estrutura renal. Os estudos morfoldgicos foram realizados a partir das coloragdes
em Acido Periddico Shift (PAS) e Hematoxilina (HE). A imunomarcacdo para fibronectina,
vimentina, macrdfagos e alfa-actina foi avaliada no cortex renal. Para avaliacdo do estresse
oxidativo foram determinados os niveis das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico
(TBARS). Os nossos resultados demonstraram reducéo do ganho de peso avaliado pelo delta
peso nas ratas DSO e DTO quando comparadas ao grupo CSO (p<0,05). Houve aumento no
peso do rim nos grupos DSO e DTO (p<0,001) e o exercicio ndo reduziu esse parametro. O
baixo indice uterino entre 0s grupos comprovou a efetividade da ovariectomia. O exercicio
fisico ndo atenuou o aumento da glicemia pds-prandial observado nas ratas DSO e DTO. A
glicosuria foi reduzida no grupo DTO em relacdo ao grupo DSO (p<0,05). A frequéncia
cardiaca e pressdo arterial ndo apresentaram diferenca entre os grupos. Quanto aos dados de
funcdo renal, a proteindria foi maior nos animais do grupo DSO (p<0,001), e o exercicio
fisico reduziu esse parametro no grupo DTO (p<0,05). Os grupos diabéticos apresentaram
aumento do fluxo urinario (p<0,01) e das fracGes de excrecdo de sddio e potassio (p<0,05),
contudo, o exercicio ndo reduziu esses parametros. A creatinina plasmatica e a taxa de
filtracdo glomerular ndo apresentaram alteracdes entre os grupos. A glomeruloesclerose
segmentar focal (GESF) (p<0,05), a area do tufo dos glomérulos justamedulares (p<0,01) e as
lesGes tubulo-intersticiais (LTI) (p<0,05) foram reduzidas no grupo DTO comparadas as ratas
DSO. Em relacdo a analise estratificada das LTI, o grupo DTO apresentou uma tendéncia a
reducdo da degeneracdo hidrdpica, dilatacdo/achatamento e necrose tubular comparado ao
grupo DSO, apesar de ndo ter sido significativo. Contudo, o exercicio induziu reducédo
significativa da perda de borda em escova e do debridamento das células tubulares (p<0,05).
Né&o foram observadas diferencas significativas nos estudos de imunomarcacdo realizados. As
ratas do grupo DSO apresentaram aumentos das concentragdes urinérias (p<0,05) e
plasmaticas de TBARS. O exercicio fisico diminuiu o estresse oxidativo nas ratas do grupo
DTO em relagdo ao grupo DSO. Os nossos resultados demonstram efeito benéfico do
exercicio fisico sobre alguns parametros da funcdo e estrutura renal em ratas diabéticas
ovariectomizadas, o qual pode estar sendo mediado, em parte, pela redugéo do estresse
oxidativo.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1. Ovariectomia. Rim. Exercicio fisico.



ABSTRACT

SILVEIRA, M. O. R. Study of renal alterations and oxidative stress in ovariectomized
rats with type 1 diabetes mellitus: effect of moderate physical exercise. Dissertation
(Master in Biosciences) — Instituto Multidisciplinar em Saude, Universidade Federal da
Bahia, Vitoria da Conquista, 2017.

The objective of this study is to evaluate the effects of progressive aerobic physical exercise,
of moderate intensity, on the function and renal structure of ovariectomized Wistar rats with
streptozotocin (STZ) induced DM1. For this, 18 rats were divided into 3 groups: OSC -
ovariectomized sedentary control rats; OSD - ovariectomized sedentary diabetic rats; and
OTD - ovariectomized trained diabetic rats. DM1 was induced by a single injection of STZ
(40mg / kg, 1V). After verifying diabetes, the OTD group underwent eight weeks of exercise.
The rats were placed in metabolic cages to collect urine for 24 hours and, after euthanasia, the
kidneys and blood samples were collected for the analysis of parameters of renal function and
structure. The morphological studies were performed wich the Periodic Acid-Schiff (PAS)
and Hematoxylin (HE). Immunostaining for fibronectin, vimentin, macrophages and alpha-
actin was evaluated in the renal cortex. To evaluate the oxidative stress, the levels of
Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) were determined. Our results
demonstrated a reduction of the weight gain assessed by the delta weight in the OSD and
ODT rats when compared to the OSC group (p <0.05). There was an increase in kidney
weight in the OSD and ODT groups (p <0.001) and exercise did not reduce this parameter.
The low uterine index between the groups confirmed the effectiveness of ovariectomy.
Exercise did not attenuate the increase in postprandial blood glucose observed in the OSD and
OTD rats. The glycosuria was reduced in the OTD group in relation to the OSD group (p
<0.05). Heart rate and blood pressure did not differ between groups. Regarding renal function
data, proteinuria was higher in the OSD group (p <0.001), and physical exercise reduced this
parameter in the OTD group (p <0.05). Diabetic groups showed increased urinary flow (p
<0.01) and sodium and potassium excretion fractions (p <0.05), however, exercise did not
reduce these parameters. Plasma creatinine did not change between groups. Focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS) (p <0.05), tuftes area of the juxtamedullary glomeruli (p <0.01)
and tubulointerstitial lesions (TIL) (p <0.05) were reduced in the OTD group compared to rats
OSD. In relation to the stratified LTI analysis, the OTD group showed a tendency to reduce
hydropic degeneration, dilatation / flattening and tubular necrosis compared to the OSD
group, although it was not significant. However, exercise induced a significant reduction of
brush border loss and debridement of tubular cells (p <0.05). No significant differences were
observed in the immunostaining studies performed. The rats of the OSD group showed
increases in urinary (p <0.05) and plasma concentrations of TBARS. Physical exercise
decreased the oxidative stress in the rats of the OTD group in relation to the OSD group. Our
results demonstrate a beneficial effect of exercise on some parameters of renal function and
structure in ovariectomized diabetic rats, which may be mediated, in part, by the reduction of
oxidative stress.

Keywords: Diabetes mellitus type 1. Ovariectomy. Kidney. Exercise training.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é uma sindrome metabdlica caracterizada por
hiperglicemia crbnica, decorrente da destruicdo auto-imune das células beta pancreaticas
(KAZEMI et al., 2016; LI, HUANG, GAO, 2017) e deficiéncia absoluta da producao e
secrecdo de insulina, com consequentes altera¢fes no metabolismo dos carboidratos, proteinas
e lipidios (SCHMATZ et al., 2012). As complicacBes cronicas do diabetes mellitus (DM)
atingem principalmente os sistemas cardiovascular e renal, sendo a nefropatia diabética a
complicacdo mais importante e principal causa de morte entre os pacientes portadores do
DM1 (MARIC, SULLIVAN, 2008).

Os estagios iniciais da nefropatia diabética sdo caracterizados por alteragdes na estrutura e
funcdo renal, incluindo hiperfiltracdo glomerular, expansdo mesangial, hipertrofia renal
adaptativa e microalbumindria (BANGSTAD et al., 1993; SHARMA, MCGOWAN, 2000;
VOLPINI et al., 2003). Com a progressédo da doenca, a perda da seletividade da barreira de
filtracdo e reducdo da superficie filtrante resultam em densa proteinuria e progressiva queda
da taxa de filtracdo glomerular (TFG) (TREVISAN, BARNES, VIBERTI, 1997). Estudos tém
demonstrado que os processos fisiopatoldgicos renais ocorrem principalmente nos glomérulos
caracterizados por expansdo da matriz mesangial, espessamento da membrana basal
glomerular e lesdo dos poddcitos (BANGSTAD et al., 1993; COIMBRA et al., 2000).
Contudo, o estado hiperglicémico cronico também provoca alteragdes morfologicas nos
tubulos renais e ativacdo de células imunes, como o0s macrofagos/mondcitos no
compartimento tabulo-intersticial do rim diabético (BARUTTA et al,. 2014).

Devido a complexidade entre fatores genéticos e ambientais, a analise genética de DM é
dificil e pouco compreendida em seres humanos. Dado o impacto da DM e da nefropatia
diabética para a salde publica, os modelos animais de diabetes sdo, portanto, muito Uteis e
vantajosos em estudos biomédicos, pois oferecem possibilidades de novas descobertas sobre o
diabetes em humanos (SRINIVASAN, RAMARAO, 2007). Estudos tém relatado intensa
peroxidacdo lipidica e comprometimento do sistema de defesa antioxidante em modelos
experimentais com ratos e diabetes induzido por estreptozotocina (STZ) (SABU, KUTTAN,
2002; SALEH et al., 2016; KUNASEGARAN et al, 2017). A hiperglicemia favorece ndo
somente o quadro tipico de nefropatia diabética, como também liberacdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e alteracGes na histologia renal. Acredita-se que essa pode ser a principal

via para o desenvolvimento de lesdes renais (FERNANDES et al., 2016).
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Tem sido documentado que as mudancas nas concentragdes hormonais durante a transicdo da
menopausa influenciam no desenvolvimento do DM com maior prevaléncia em mulheres a
partir dos 50 anos de idade (SZTEIJNSZNAJD et al., 2006; MACHADO et al., 2012;) e na
patogénese e progressdo dos danos renais (STEFANSKA, BERGMANN, SYPNIEWSKA,
2015). Keck e colaboradores (2007) sugerem um maior risco para o desenvolvimento de
nefropatia diabética em mulheres durante o periodo da pds-menopausa devido a perda da
renoprotecdo feminina conferida pelos horménios ovarianos. A ovariectomia é associada
também a progressao mais rapida da nefropatia tanto em ratas diabéticas, quanto em outros
modelos de doencas renais (AMARAL et al., 2014). Portanto, sugere-se que, pertencer ao
sexo feminino, antes da menopausa, pode ser um fator protetor, e que o sexo masculino pode
ser um fator de risco para o desenvolvimento e progressdo da doenca renal ndo diabética

(MARIC, SULLIVAN, 2008). No entanto, essa associacdo nao foi completamente elucidada.

O exercicio é considerado uma peca chave associado a dieta e terapia farmacoldgica para o
controle do DM. Tikkanen-Dolenc e colaboradores (2017) mostram que pessoas fisicamente
ativas possuem maior longevidade e menor taxa de mortalidade e morbidade para doencas
cardiovasculares e DM1. Nos rins, o exercicio promove uma melhor adaptacdo das suas
funcdes ao favorecer o equilibrio dos fatores vasoconstritores e otimizacdo da resposta
hemodinamica (CLAUSEN et al., 1973; GUSMAO et al., 2003). Desse modo, exercicio fisico
continuo, preferencialmente o aerébio, é utilizado como abordagem ndo farmacolégica na
prevencdo e/ou no tratamento de diversas doencas, dentre elas 0 DM (ZANESCO, ZAROS,
2009). Na nefropatia diabética, tem sido destacado o efeito benéfico do exercicio fisico
moderado ao promover reducdo da albumindria e do estresse oxidativo, e consequente
melhora da biodisponibilidade de NO e da funcéo renal (RODRIGUES et al., 2011).

Diante do impacto do DM1 para a salde publica e dos poucos estudos relacionando a
nefropatia diabética a condicdo de privacdo dos horménios ovarianos e a influéncia do
exercicio fisico como medida terapéutica, torna-se relevante investigar a relacdo entre esses
fatores. Portanto, o presente estudo visa analisar o impacto do exercicio aerobico progressivo,
de intensidade moderada, sobre a funcédo e estrutura renal, bem como sua influéncia sobre o
estresse oxidativo em ratas Wistar ovariectomizadas portadoras de diabetes mellitus do tipo 1
induzido por STZ. Desse modo, espera-se contribuir para que novas terapias sejam propostas

para o tratamento do DM em mulheres apds a menopausa.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Nefropatia Diabética

O DML é caracterizado como uma doenca metabolica cronica e uma das complicacdes mais
importantes do diabetes, geralmente diagnosticado em idade jovem com deficiéncia de
insulina (KAZEMI et al., 2016; LI, HUANG, GAO, 2017). O seu desenvolvimento tem
origem na destruicdo auto- imune das células beta pancredticas (EISENBARTH, 2010;
SCHMATZ et al.,, 2012). Com a deficiéncia de insulina, a hiperglicemia cronica esta
associada ao maior risco para inflamacéo, disfuncédo endotelial e alteracdes na coagulacéo, e
consequente suscetibilidade para doencas cardiovasculares e renais. Por isso, 0 DML1 esta
associado a mortalidade precoce (MARIC, SULLIVAN, 2008; KUPFER et al., 2017).

A doenca renal diabética tornou-se um problema de satde publica mundial (SUAREZ et al.,
2013; WANG et al., 2014). Esse termo abrange ndo somente a nefropatia diabética classica,
mas também a disfuncdo renal devido a nefroesclerose (HIRAKAWA, TANAKA,
NANGAKU, 2017). A nefropatia diabética é considerada uma importante complicacdo
microvascular do diabetes mellitus por apresentar alta morbidade e alta prevaléncia atingindo
um terco dos pacientes diabéticos (WANG et al., 2014; ROSSI et al., 2017). Os mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes ao desenvolvimento da nefropatia diabética, embora ndo estejam
totalmente esclarecidos, sdo didaticamente classificados como de origem hemodinamica e
metabolica (BANGSTAD et al., 1993; SHARMA, MCGOWAN, 2000). Estes dois insultos
provocam resposta inflamatéria e danos oxidativos no rim, responsavel pela lesdo ao

glomérulo e ao tabulo renal.

A elevacéo dos niveis de glicose, bem como a hiperglicemia cronica, esté relacionada com a
lesdo renal e pode estimular direta ou indiretamente alteragdes em componentes estruturais,
como na viabilidade das células mesangiais e nos depdsitos de matriz extracelular (MEC)
(LAGRANHA et al, 2007). As alteragdes metabolicas e hemodindmicas do diabetes ativam os
podadcitos para aumentar a producdo de MEC, levando ao espessamento da membrana basal
glomerular. Logo, acredita-se que as células epiteliais parietais, por mecanismo semelhante,
causem também espessamento da capsula de Bowman (HOLDERIED et al, 2014). Em
estagios iniciais da nefropatia diabética, os primeiros sintomas podem aparecer em até dois
anos e as alteragdes  histoloégicas sdo  predominantemente  glomerulares
(POURGHASEM, SHAFI, BABAZADEH, 2015). Contudo, principalmente em ratos machos
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diabéticos induzidos por STZ foi demonstrado dilatacdo, atrofia, apoptose e fibrose
intersticial (CHOW et al., 2004). Rodrigues e colaboradores (2011) evidenciaram les6es
degenerativas vacuolares em ratos diabéticos sedentarios. No entanto, Ortolan e colaboradores
(2011) relataram somente o acumulo de glicogénio nas células de tubulos proximais sem
alteracOes estruturais em ratos diabéticos. O aumento do volume tubular e a proliferagdo
celular foram demonstrados também em ratas diabéticas (CHEN et al., 2008; FERNANDES
etal., 2016).

No estagio inicial da doenca renal ocorre aumento da TFG em funcéo do desequilibrio entre
fatores vasoconstritores e vasodilatadores, culminando em elevagdo da pressdo glomerular,
com consequente aumento na filtracdo pelo néfron e passagem de proteinas através da
barreira de filtracdo (TREVISAN, BARNES, VIBERTI, 1997; BJORNSTAD, CHERNEY,
MAAHS, 2014). A proteinuria ja esta presente, antes mesmo que a perda de funcéo renal seja
detectada. Por isso, a progressao da doenca renal esté diretamente correlacionada ao aumento
da proteindria, sendo esta um importante marcador de funcdo renal (GUIMARAES et al.,
2007; MURUSSI et al., 2008; MENON, CHUANG, HE, 2012). Esses fatores, associados ao
diabetes, agravam o prognostico da doenca renal (MENDE, BREGMAN, 2010). Saleh e
colaboradores (2016) relataram a ocorréncia de proteindria e aumento da permeabilidade
glomerular em modelo de DM1 induzida por STZ em ratos. Ito e colaboradores (2015)
demonstraram também a ocorréncia de proteindria associada ao comprometimento de
proteinas estruturais glomerulares em ratos Zucker diabéticos. Apesar dos diferentes
mecanismos de estabelecimento da nefropatia diabética tipo 1 e tipo 2, ambas tém igual
impacto sobre os niveis de glicemia e proteinuria, conforme evidenciado em modelo
experimental de coelhos diabéticos induzidos por aloxano, altas doses de glicose e dieta
hiperlipidica, respectivamente (WANG et al., 2014).

As alteracBes hemodindmicas do DM estdo associadas ao desequilibrio entre fatores
vasodilatadores e vasoconstritores. O aumento da producéo de angiotensina Il (ANG I1) intra-
renal na fase inicial da nefropatia diabética induz vasoconstricdo da arteriola eferente,
resultando em aumento da TFG, hipertrofia glomerular e passagem de proteinas através da
barreira de filtracdo (TREVISAN, BARNES, VIBERTI, 1997; STIEGER, WORTHMANN,
SCHIFFER, 2011). Por outro lado, o 6xido nitrico (NO), fator de relaxamento derivado do
endotélio, regula muitas fungdes celulares e pode se comportar como um mediador de danos
celulares quando exposto aos radicais livres, devido a geracdo de peroxinitrito nessa reacdo
(PACHER, BECKMAN, LIAUDET, 2007). O aumento do NO em decorréncia da
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hiperglicemia e do processo inflamatorio local (RODRIGUEZ et al., 2016), em estagios
iniciais da nefropatia diabética, provoca dilatacdo preferencial da arteriola aferente,
contribuindo para a hiperfiltracdo glomerular observada nesta fase da doenca, em modelo
experimental de diabetes induzida por STZ com ratos machos (VEELKEN et al., 2000). O
estresse mecanico é provocado também pelas alteragdes hemodindmicas do diabetes e
promove lesdes por cisalhamento constante do endotélio, sendo um importante estimulo para
a producdo de moléculas-chaves envolvidas no acumulo de matriz mesangial, leséo
podocitaria e aumento da resposta inflamatéria renal (STIEGER, WORTHMANN,
SCHIFFER, 2011).

Quanto aos mecanismos metabdlicos envolvidos na nefropatia diabética, o acimulo de
produtos da glicosilacdo avancada (AGEs) tem sido muito documentado. Os AGEs derivam
da glicosilacdo ndo-enziméatica de proteinas apds exposicdo prolongada ao meio
hiperglicémico, podendo acumular-se nos rins, estimulando a sintese de MEC (MIYATA et
al., 1998; THROCKMORTON et al., 1995; ITO et al., 2015). Os AGEs podem também se
ligar aos seus receptores (RAGE), presentes nos macrofagos, podécitos e nas células
mesangiais, aumentando a producdo de especies reativas de oxigénio (ERQ), as quais ativam
o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) (LIN, 2006; CHEN et al, 2008), que por sua
vez induz a sintese de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, como o fator de
crescimento transformante alfa (TGF-a) (GOLDIN et al., 2006; TANG et al, 2017). Além
disso, a hiperglicemia crénica pode ativar a via dos poliois, gerando aumento da relacdo de
dinucledtido de nicotinamida e adenina NADH/NAD+ e estimulando a sintese de
diacilglicerol, principal ativador fisiolégico da proteina quinase C (PKC), a qual estd
envolvida em diversas vias que culminam em estresse oxidativo, contribuindo ainda mais para
o0 desenvolvimento de lesdes renais (HENRY et al., 1999; BARBOSA, OLIVEIRA, SEARA,
2008).

Dentre 0os mecanismos envolvidos na nefropatia diabética, 0 aumento do estresse oxidativo é
definido como um desequilibrio entre substancias pro-oxidantes e antioxidantes, o que
desencadeia danos celulares e compromete a sinalizacdo redox, sendo associado a processos
fisiopatolégicos e progressdo de doencas cronicas (DEBEVEC, MILLET, PIALOUX, 2017).
Por isso, 0 estresse oxidativo tem sido apontado como uma das principais causas da nefropatia
diabética. Estudos mostram a elevacdo de parametros de avaliacdo do estresse oxidativo,

inflamacéo e lesdes estruturais no rim associada ao diabetes, com melhora dessas alteracdes
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em modelos com uso de terapias antioxidantes (GOMES et al., 2015; BAHADIR et al., 2016;
FERNANDES et al., 2016; SALEH et al., 2016). De acordo com Saleh e colaboradores
(2016), o estresse oxidativo contribuiu para 0 aumento da permeabilidade glomerular a
albumina e endotelina -1 (ET-1) sendo o tratamento com o antioxidante responsavel por
induzir menor excrecdo urindria de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
menor producdo de superoxido glomerular e diminuicdo da excre¢do de ET-1 urinéria renal
em ratos com DM1 induzido por STZ. De modo similar, Karanovic e colaboradores (2016),
evidenciaram reducdo do estresse oxidativo sistémico, da proteindria e glomeruloesclerose em
modelo de ratos espontaneamente hipertensos com nefropatia em estagio inicial tratados com
antioxidante. A nefropatia no DM1 esta associada também a reducdo da biodisponibilidade de
NO, geracdo anormal de ERO, aumento da peroxidacéo lipidica, da tensdo e do consumo de
oxigénio renal, alem de hipertrofia renal e aumento da filtracdo glomerular em ratos com DM
induzido por STZ. Alguns desses efeitos foram reduzidos pela terapia com vitamina E, cuja
acao previne a formacao excessiva de ERO (PALM et al., 2003).

O estresse oxidativo pode também ser ativado pela ANG Il. A enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase), ativada pela ANG Il, além de atuar como
mediadora do estresse oxidativo, é responsavel também por aumentar o0 metabolismo de NO a
peroxinitrito, sugerindo uma estreita ligacdo entre as alteracOes vasculares e as alteragoes
metabdlicas tipicas do DM (RODRIGUES et al.,, 2011, AGARWAL et al.,, 2012;
KARANOVIC et al., 2016). Além disso, 0 aumento da expressdao da isoforma Oxido nitrico
sintase (NOS) induzivel (iNOS) estd relacionado ao estresse oxidativo e processo
inflamatdrio caracteristico da nefropatia diabética (PUNARO et al., 2014). A enzima 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS), expressa nas células endoteliais dos glomérulos, além de
contribuir com as fungdes renais normais, pode estar também envolvida nos estagios iniciais
da nefropatia diabética (SLYVKA et al, 2016; POULOS, LI, 2017). Contudo, Lagranha e
colaboradores (2007) afirmam que a relacdo estabelecida entre o estresse oxidativo e 0
diabetes sdo dependentes das caracteristicas de cada modelo de estudo como: espécies
experimentais estudadas, o tempo do diabetes, controle metabdlico, tratamento ou ndo com

insulina e método de avaliacdo do NO e NOS utilizados.

A via inflamatdria e a via do estresse oxidativo podem estar associadas a nefropatia diabética.
O perfil inflamatorio tem sido cada vez mais elucidado correlacionando a nefropatia diabética
a infiltracdo renal de mondcitos e macrofagos, aumento da expressdo de moléculas de ades&o,

quimiocinas e citocinas inflamatorias em estudos clinicos e com animais experimentais
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(BADAL, DANESH, 2015). Como essa inflamacdo na nefropatia diabética apresenta-se em
baixo grau quando comparada a doencas inflamatérias cléssicas, é denominada
microinflamacdo (BARUTTA et al, 2014). O infiltrado de células inflamatdrias,
principalmente macrofagos, estd presente no rim diabético e 0 seu que o acumulo esta
associado a progressao da injuria renal e fibrose na nefropatia diabética em modelos de DM2
induzido por STZ (CHOW et al., 2004). Esse acumulo de macrofagos pode promover
proliferacdo de fibroblastos, além de serem células potencialmente capazes de produzir varios
produtos citotoxicos, incluindo ERO, espécies reativas de nitrogénio, quimiocinas, citocinas e
ANG I, os quais podem promover e intensificar a lesdo tecidual (RODRIGUEZ-ITURBE et
al., 2004). Diante do importante papel dos macr6fagos nesse processo, a descoberta do fator
inibidor da migracdo de macrofagos (MIF) como um novo regulador da transcri¢do de genes
mediada por elementos de resposta antioxidante é apontado como alternativa na busca por
terapias (YUKITAKE, TAKIZAWA, KIMURA, 2017).

De acordo com Lagranha e colaboradores (2007), ndo existe terapéutica especifica para a
nefropatia diabética, bem como ndo é possivel controlar todos os fatores e mecanismos
associados a sua génese e progressdo. Desse modo, espera-se que, as pesquisas direcionadas a
compreensdo desses mecanismos moleculares permitam a descoberta de terapias mais

apropriadas que, posteriormente, possam vir a ser testadas em humanos.

2.3 Influéncia dos Hormonios Sexuais Femininos

Estudos demonstram uma importante influéncia dos horménios sexuais sobre a incidéncia e
progressao das doencas renais, apontando os estrogenos como um fator renoprotetor, tanto em
animais experimentais, quanto em ensaios clinicos envolvendo mulheres em idade fértil
(NEUGARTEN, ACHARYA, SILBIGER, 2000; KECK et al., 2007; PEREZ-TORRES et al.,
2009; AMARAL et al., 2014; CLOTET et al., 2016). O periodo anterior a menopausa pode
ser um fator protetor para o desenvolvimento e progressdo da doenga renal ndo diabética,
enquanto o sexo masculino pode ser um fator de risco (PEREIRA et al., 2016). Keck e
colaboradores (2007) demonstraram um aumento progressivo nas concentracdes de glicose
sanguinea, diminuicdo gradual de estrogénio, metaloproteinase -9 da matriz, aumento do fator
de transformacdo do crescimento beta (TGF-), além de proliferacdo celular em cortex renal
durante a transi¢cdo hormonal entre a peri-menopausa e pds-menopausa em ratas com diabetes

induzido por STZ e com falha ovariana induzida por diepdxido de 4-vinilciclo-hexeno
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(VDC). O risco associado ao sexo masculino foi demonstrado por Clotet e colaboradores
(2016) ao evidenciar que a gonadectomia atenuou a albumindria, a expansdo da matriz
extracelular, a perda de podocitos, 0 acimulo de alfa- actina e a deposicdo de coldgeno no
cortex renal em ratos com diabetes induzido por STZ. Ohta e colaboradores (2014)
demonstraram que o aumento da glicose e diminui¢do da insulina plasmatica foi observado
mais cedo em ratos machos, além de progressdo mais rapida das complicaces do diabetes,
como microangiopatia e nefropatia, quando comparado as fémeas em modelos de diabetes do
tipo 2. No entanto, quando se trata de doenca renal diabética, essa diferenca de sexo na
incidéncia e progressdao da doenga renal ainda ndo foi totalmente estabelecida (MARIC,
SULLIVAN, 2008; DIAMOND-STANIC, YOU, SHARMA et al., 2012).

Essa relacdo ainda ndo esta bem definida, pois existem poucos estudos demonstrando 0s
niveis hormonais em pacientes de ambos os sexos correlacionando ao DM1 e suas
complicacdes. A puberdade precoce no sexo feminino, quando comparado ao sexo masculino
pode estar relacionada também ao aparecimento do DM1 (MARIC, 2009). Alguns estudos
confirmam isso ao demonstrar maior incidéncia de nefropatia diabética em homens quando
comparados as mulheres de mesma idade o que pode ser explicado pela incidéncia mais lenta
de microalbumindria devido a presenca dos horménios femininos (NEUGARTEN;
ACHARYA,; SILBIGER, 2000; JAFAR et al., 2003; MANKHEY; BHATTI; MARIC, 2005;
DIAMOND-STANIC, YOU, SHARMA et al., 2012). Contudo, outros estudos nao
observaram qualquer diferenca na incidéncia de nefropatia diabética entre homens e mulheres
de mesma idade ou referem maior risco de desenvolvimento de lesdes renais em mulheres
diabéticas comparadas a homens diabeticos (SCHULTZ et al. 1999; LARON-KENET et al.,
2001).

De acordo com Uyanik e colaboradores (2010), a associacdo da hiperglicemia e ovariectomia
aumentou a ativacdo de NF-kB e os niveis de peroxidacdo lipidica, aléem de reduzir a enzima
antioxidante superoxido dismutase nos tecidos renais das ratas ovariectomizadas diabéticas
com sepse. Ulas e Cay (2011) verificaram aumento nas concentra¢cdes de malondialdeido e
diminuicdo das enzimas antioxidantes incluindo a glutationa, catalase, superéxido dismutase
dependente de zinco, vitamina A e beta-caroteno no rim de ratas ovariectomizadas e
diabéticas. Mankhey e colaboradores (2005) evidenciaram que a deficiéncia de estrogeno
induz alteracbes renais mais pronunciadas em ratas diabéticas incluindo severa
glomeruloesclerose, aumento de fibrose tabulo-intersticial, da matriz extracelular e de TGF-g,
em ratas ovariectomizadas com diabetes induzido por STZ. Foi demonstrado também, além
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dessas alteracdes, aumento da glicemia e albumindria, diminuicdo dos niveis de estradiol e da
expressdo de proteinas estruturais glomerulares em ratas ovariectomizadas em modelo de
diabetes mellitus do tipo 2. Estudos tém demonstrado que a reposicéo de estrogeno diminuiu a
peroxidacdo lipidica e a producdo renal de radicais livres (DUBEY, JACKSON, 2001;
MANKHEY, BHATTI, MARIC, 2005; SARTORI-VALINOTTI et al., 2008; DIAMOND-
STANIC, YOU, SHARMA, 2012) e aumentou os niveis de fatores antioxidantes como a
glutationa e a catalase, e induziu a diminuicdo nos niveis de malondialdeido, sendo esta

melhora potencializada com o uso de vitamina E (ULAS, CAY, 2011).

O estrogeno modula processos celulares de modo que, as concentracbes mais baixas de
estradiol podem acelerar a progressao da nefropatia diabética através do aumento da sintese
de matriz extracelular, de fatores inflamatdrios como interleucina 10 (IL-10) e interleucina 6
(IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ VEGF em jovens com diabetes mellitus tipo
1(RYBA-STANISLAWOWSKA et al., 2014). A reducdo das concentracOes séricas de 17[3-
estradiol estd associada ao acimulo de MEC e desenvolvimento de fibrose tubulo-intersticial
em ratas Wistar diabéticas (MANKHEY, BHATTI, MARIC, 2005; DIXON, MARIC, 2007).
Estudos com reposicdo hormonal comprovam o efeito protetor dos hormonios ovarianos. A
reposicao com 17f-estradiol atenuou a glomeruloesclerose, a fibrose tdbulo-intersticial, o
aumento de matriz extracelular e TGF-f em ratas ovariectomizadas com DM1 (MANKHEY,
BHATTI, MARIC, 2005), reduziu a hiperglicemia, a aloumindria e a expressao de proteinas
estruturais glomerulares em ratas ovariectomizadas com DM2 (CHIN et al., 2005). Além
desses beneficios, o 17p-estradiol reduziu também a creatinina plasmatica, o fator de
crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) (RIAZI, MARIC, ECELBARGER, 2006;
AL-TRAD, ASHANKYTY, ALARAJ, 2015), e aumentou a concentracdo de sodio
plasmatico e a expressdo dos transportadores renais de sddio em ratas ovariectomizadas com
DM induzido por STZ (RIAZI, MARIC, ECELBARGER, 2006).

Além disso, os moduladores seletivos de receptores de estrogénio tém sido utilizados como
alternativa capaz de simular somente os efeitos benéficos do estrogénio e melhoraram a
doenca renal em modelos animais e em mulheres no periodo da pds-menopausa (CHIN et al.,
2005; NEUGARTEN, GOLESTANEH, 2013). Outra condicdo que tem efeito sobre os
receptores de estrogeno sdo os polimorfismos em genes Pvull e Xbal de receptores de
estrogénio do tipo a (ER-a) que, em alguns casos, podem alterar a funcdo do receptor e a acéo

do estrogénio. Foi estabelecida uma importante correlacdo entre os niveis de estradiol e as
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concentracOes de citocinas, além de maior risco individual ao cAncer de mama e a sobrevida
em mulheres apés a menopausa com DM1 e DM2, associados a esses polimorfismos
(SOUZA et al., 2012). Além disso, o estrogeno, ao se ligar a seu receptor, forma um
complexo cujas sequéncias da regido promotora dos genes de receptores podem promover a
regulacdo da expressdo génica. Logo, esses receptores tem papel importante quanto ao efeito
do estrogeno e processos fisiologicos. Esses polimorfismos estdo associados a aumento da
glicemia de jejum e alteracdes do perfil lipidico, com aumento no colesterol total,
triglicerideos e lipoproteina de baixa densidade, sugerindo a relacdo do polimorfismo desses
genes com o desenvolvimento do DM2 (MOTAWI et al, 2015).

Contudo, ainda existem muitas controvérsias quanto a modulacdo dos hormonios sexuais
femininos sobre o desenvolvimento da doenca renal e a DM. Além disso, existem muito mais
estudos experimentais sobre nefropatia diabética com modelos machos do que em fémeas, o

que torna relevante que mais estudos com fémeas sejam realizados.

2.4 Efeito do Exercicio Fisico

Apesar da eficacia das terapias farmacologicas com alvo nos controles glicémicos e da
pressdo arterial, ainda se observa aumento da incidéncia da nefropatia diabética (PARK,
2014). Além disso, devido ao fato da comunidade médica vir reconsiderando 0s riscos
cardiovasculares advindos da terapia de reposicdo hormonal (SOUZA et al., 2007,
ORDONEZ et al., 2008), novas estratégias terapéuticas com base em abordagens néo-
farmacoldgicas precisam ser urgentemente investigadas visando o reconhecimento de novas
terapias adjuvantes para prevenir ou retardar a progressdo da nefropatia diabética, sem, no

entanto, aumentar os riscos de eventos cardiovasculares.

O exercicio tem sido apontado como peca fundamental associado a dieta e a medicagdo no
tratamento de doencas croénicas, dentre elas as doencgas cardiovasculares (KRETZSCHMAR
et al., 2014) e o diabetes (TAIROVA, LORENZI, 2011; TURKSOY et al., 2015; CONTI et
al, 2016). Os mecanismos pelos quais 0 exercicio desempenha um papel protetor sobre as
doencas renais, sobretudo sobre a doenga renal diabética, ndo estdo totalmente esclarecidos.
Contudo, além de melhorar o controle glicémico (SILVA et al.,, 2012; MATSHIPI,
MONYEKI, KEMPER, 2017), existem evidéncias indicando que a atividade fisica parece ser

capaz de aumentar a producéo e biodisponibilidade de NO e consequente controle da presséo
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arterial (ZANESCO, ZARQOS, 2009; RODRIGUES et al., 2011), reduzir a apoptose celular
(MIYAGI et al., 2014), modular beneficamente o sistema renina- angiotensina- aldosterona
(SRAA) (CIAMPONE et al., 2011); melhorar o estado redox (ZANESCO, ZARQOS, 2009;
PEERI et al., 2013); e inflamatorio (SHIRAISHI et al., 2012).

De acordo com Peeri e colaboradores (2013), o aumento de TBARS e diminuicdo da
atividade da superoxido dismutase renal e nitrito/ nitrato sérico foi corrigido pelo exercicio
fisico, aléem de proteger contra danos renais decorrentes da deficiéncia de Oxido nitrico
induzido por N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). Rodrigues e colaboradores (2011)
evidenciaram que o exercicio fisico também reduziu a albumindria e melhorou a
biodisponibilidade de NO, o estresse oxidativo e a fungdo renal em ratos com DM1 induzido
por STZ. No entanto, o exercicio fisico de alta intensidade tanto tem sido associado a efeitos
benéficos (LUZACK et al., 2017) como a inducdo de riscos relacionados a mudangas na
hemodinamica renal e excrecdo de proteina (KURDAK et al., 2010), assim como as diferentes
modalidades de exercicio (aerébico, resistido e combinado) (ROSSATO et al, 2007;
BORGES, ARAUJO, CUNHA, 2010; CONTI et al., 2015; DAVY et al., 2017). Por isso, 0s
efeitos do exercicio sobre a nefropatia diabética ainda sdo controversos devido as alteracdes
do fluxo sanguineo renal e da TFG (GAWRECKI et al, 2017), além de promover também
aumento do estresse oxidativo (DEBEVEC, MILLET, PIALOUX, 2017).

A alta intensidade do treinamento pode ser, portanto, um dos fatores determinantes das
alteracdes hemodinamicas renais, da proteindria e estresse oxidativo induzidos pelo exercicio.
Contudo, evidéncias tém demonstrado que o exercicio aerdbico regular de intensidade
moderada (70% da capacidade méaxima) ndo promove grandes alteracdes hemodinédmicas e
exerce efeitos protetores no rim diabético, prevenindo a proteindria e atenuando o estresse
oxidativo local tanto no DM experimental (ALBRIGHT et al., 1995, RODRIGUES et al.,
2011, SILVA et al., 2012) quanto em outros modelos de doencas renais (AGARWAL et al.,
2012., PEERI et al., 2013). O exercicio de intensidade moderada demonstrou também efeito
ao diminuir N épsilon — carboximetil — lisina, um produto da glicosilagdo avancada,
contribuindo para a reducdo da expansdo glomerular mesangial e fibrose tubulo-interstitial,
além de aumentar o metabolismo aerdbio em um modelo de ratos obesos Zucker com
nefropatia diabética inicial. No entanto, ndo demonstraram diferenca na glicemia, insulina e

perfil lipidico nesses animais (BOOR et al., 2009).
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Zanesco e Zaros (2009) demonstraram também que o exercicio melhorou o estado redox
caracteristico no diabetes ao promover o aumento das enzimas antioxidantes catalase,
glutationa peroxidase, superéxido dismutase 1 dependente de Cobre (Cu)/ Zinco (Zn), no
nucleo e no citosol; a superoxido dismutase 2 dependente de manganés (Mn), presente na
mitocondria; e a superdxido dismutase 3 dependente de Cu/Zn, presente na matriz
extracelular; que participam da inativacdo das espécies reativas de oxigénio tornando-as
menos reativas ou neutralizadas. Ghorbanzadeh (2016) demonstrou que a associacdo do
tratamento com crocina, um carotenoide de acdo antioxidante, e o exercicio fisico diminuiram
os niveis de malondialdeido e aumentaram a atividade de superdxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase, além de aumentar o0s niveis de antioxidantes no tecido cardiaco em

ratos com DM2 induzido pela dieta e STZ.

O exercicio fisico pode modular também as alteracdes de marcadores inflamatérios no rim.
Agarwal e colaboradores (2012) demonstraram reducfes da expressdo de TNF-o e da
atividade do NF-xB em ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao exercicio aerébico.
Além disso, foi demonstrado que o exercicio aerobico reduziu a expressdao de TNF-o e
aumentou beneficamente os niveis de interleucina 6 (IL-6) e heme-oxigenase 1 em um
modelo de nefrotoxicidade induzida por cisplatina (MIYAGI et al., 2014). Também tem sido
relatado que o exercicio reduziu a albumindria associado a diminuicdo da expressdo de
proteina quimiotatica de mondcitos -1 (MCP-1), a infiltracdo de macréfagos, além de
aumentar os niveis séricos de superoxido dismutase e preservar 0s poddcitos em
camundongos com nefropatia diabética, sem induzir, no entanto, melhoras no sobrepeso e na
hiperglicemia (ISHIKAWA et al., 2012; FURUKAWA et al., 2013). A intervencdo do
exercicio em paralelo a dieta mostrou efeitos ainda melhores ao reduzir a reagéo inflamatoria
e retardar a progresséo do diabetes tipo 2 e da nefropatia diabética inibindo a ativacdo de NF-
kB e a desregulagdo da expressdo de MCP-1 (LIANG, 2016).

De acordo com Sharifi e colaboradores (2017), a menopausa tem impactos negativos sobre o
estado de salde e qualidade de vida para as mulheres. Porém, a atividade fisica regular em
condigdes adequadas de treinamento, tem se mostrado eficaz na melhoria do estado geral de
salude em mulheres na menopausa. Foi demonstrado que, a intervencdo de educacdo em saude
combinando dieta e exercicio supervisionado melhora os sintomas da perimenopausa em
estudo com mulheres diagnosticadas com sindrome perimenopausica (LIN et al., 2016). Em
resposta ao exercicio, é relatado também alteracbes na expressdo génica de fatores de

regulacdo miogénicos responsaveis pela diferenciacdo e reparacdo muscular e diminuicdo de
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fatores miogénicos associados a apoptose e inducdo da atrofia muscular em mulheres
menopausadas, beneficios estes que foram potencializados com o uso da terapia hormonal
(DIELI-CONWRIGHT et al., 2009).

Em modelos experimentais, Antus e colaboradores (2003) demonstraram proteindria grave e
glomerulosclerose no rim de ratas ovariectomizadas. Além disso, foi demonstrado aumento
do acumulo de matriz extracelular com predominéancia da laminina, alteracdo da arquitetura
glomerular, aumento da infiltracdo de macrdfagos no mesangio e diminuicdo da expressao
dos receptores de estrogénio glomerular em ratas ovariectomizadas (ELLIOT et al., 2003). O
exercicio teve efeito benéfico ao contribuir para o aumento da massa de células beta
pancredticas e diminuicdo da apoptose em ratas ovariectomizadas com pancreatectomia de
90% em modelo de diabetes tipo 2. Contudo, a associacdo do exercicio fisico com a reposi¢do
de estrogénio promoveu maiores beneficios sobre as células pancreéaticas e a apoptose nessas
ratas (CHOI, JANG, PARK, 2005).

Quinteiro e colaboradores (2015) mostraram que a funcdo sistolica e diastolica foi prejudicada
em ratas diabéticas ovariectomizadas sedentarias, e apenas as ratas do grupo diabéticas
ovariectomizadas submetidas ao exercicio aerébico foi capaz de reverter esta disfuncdo além
de melhorar a peroxidagdo lipidica e o equilibrio redox da glutationa em modelo de diabetes
induzido por STZ. Foi observado também redugdo da mortalidade em ratas diabéticas
ovariectomizadas submetidas ao exercicio aerébico, a qual pode ser explicada pelo aumento
da capacidade fisica e beneficios cardiovasculares e autondmicos apds o treinamento,
independentemente de qualquer melhora no controle glicémico (SOUZA et al., 2007).
Adicionalmente, o treinamento aerobico promoveu maiores beneficios para a fungéo
cardiovascular quando comparado ao treinamento de resisténcia em estudo avaliando o treino
aerobico, o treino resistido e o treino combinado em ratas diabéticas ovariectomizadas
(SANCHES et al., 2015). De acordo com Bergeron e colaboradores (2014), o exercicio fisico
reduziu os niveis de glicose e insulina de jejum, melhorou a tolerancia a glicose e estimulou a
captacdo de glicose no musculo esquelético, alteracbes estas que foram induzidas pelo

diabetes do tipo 2 em ratas obesas ovariectomizadas.

Contudo, existem poucos estudos associando os efeitos do exercicio fisico sobre alteragdes
renais e do estresse oxidativo induzidas pelo diabetes mellitus tipo 1 na auséncia dos
horménios sexuais femininos. Em estudos anteriores do nosso laboratorio foi verificado que o

exercicio fisico moderado melhorou o controle metabdlico, atenuou a taxa de filtragdo
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glomerular a proteindria, reduziu a hipertrofia glomerular e a injaria glomerular e tubular, ao
reduzir a expressdo de fibronectina, colageno IV, e TGF-f1 em ratas intactas com diabetes
mellitus tipo 1 (AMARAL et al., 2016). Diante do impacto do DM1 para a satde publica e
das evidéncias de agravamento das lesdes renais em condig¢des de diminui¢do dos hormdnios
femininos, torna-se relevante avaliar o impacto do exercicio fisico sobre o extresse oxidativo,
e alteracdes de funcdo e estrutura renal em ratas Wistar ovariectomizadas portadoras de

diabetes mellitus do tipo 1 induzida por STZ.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do exercicio fisico aerobico moderado sobre as alteracfes da funcgédo e
estrutura renal, analisando oestresse oxidativo em ratas Wistar ovariectomizadas portadoras
de DM1 induzido por STZ.

3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre a pressdo sanguinea e o peso corporal de ratas
Wistar ovariectomizadas portadoras de DM1 induzido por STZ;

2. Analisar os efeitos do exercicio fisico sobre o perfil glicémico dos animais experimentais;

3. Determinar os efeitos do exercicio fisico sobre os parametros de funcdo renal em ratas

Wistar ovariectomizadas portadoras de DM1 induzido por STZ;

4. Avaliar os efeitos do exercicio fisico sobre as alteracdes glomerulares e do compartimento

tubulo-intersticial de ratas Wistar ovariectomizadas portadoras de DM1 induzido por STZ,

5. Auvaliar as expressdes de vimentina, fibronectina, macréfagos e alfa-actina no tecido renal

desses animais;

6. Analisar os efeitos do exercicio fisico sobre a concentracdo plasmatica e urinaria de
TBARS;

7. Correlacionar os efeitos do exercicio sobre o0 estresse oxidativo e as possiveis alteragdes de

funcéo e estrutura renal.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizadas 18 ratas Wistar de 10 semanas de idade, com peso corporal inicial em torno
de 180 a 200 gramas. Os animais sdo provenientes do biotério do Instituto Multidisciplinar
em Saude - Campus Anisio Teixeira/IMS/UFBA, onde os mesmos foram mantidos em
ambiente com ciclo de claro/escuro (12 horas luz, das 7 as 19h) e controle de temperatura
(23+3°C), com livre acesso a agua e racdo. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animal Experimental do IMS/CAT/UFBA com protocolo de n° 008/2013.

4.2 Procedimentos Experimentais

Para dar inicio ao protocolo de treinamento, os animais foram ambientados a esteira por 5 dias
(esteira parada) e climatizados por outros 5 dias (esteira ligada a 5m/min). Apds esse
procedimento, houve uma selecdo dos animais aptos ao exercicio, e aqueles animais que

demonstraram inaptiddo foram excluidos do estudo.

4.3 Procedimento Cirurgico

Os animais selecionados para o estudo foram anestesiados com Xilazina (6 mg/kg) e
Ketamina (40 mg/kg), via intraperitoneal, e passaram por uma cirurgia de ovariectomia
bilateral. Foram feitas incisdes bilaterais de aproximadamente 1cm nos flancos dos animais,
até a cavidade abdominal, os ovarios foram removidos e o musculo e a pele, suturados
(AMARAL et al., 2014). Como medida profilatica de infeccdo pds-operatdria, 0os animais

receberam a dose de 5mg/Kg de antibiotico Enrofloxacino (Flotril® 2,5%).

4.4 Grupos Experimentais

Apos sete dias de recuperagdo cirdrgica, todos os animais passaram por um teste de esforco,
que consistiu em um teste de corrida maxima (intensidade 100%), com o intuito de determinar

a intensidade do treinamento para cada animal (55 a 70% da intensidade maxima). Logo em
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seguida, os animais foram randomizados e divididos em trés grupos experimentais: Controles
Sedentérias Ovariectomizadas (CSO- ratas ovariectomizadas que receberam o tampdo de
citrato e ndo foram submetidas ao protocolo de treinamento n=6); Diabéticas Sedentarias
Ovariectomizadas (DSO- ratas ovariectomizadas que receberam STZ e ndo foram submetidas
ao protocolo de treinamento n=6) e Diabéticas Treinadas Ovarietomizadas (DTO- ratas
ovariectomizadas que receberam STZ e foram submetidas ao protocolo de treinamento n=6).

4.5 Inducdo do Diabetes

O diabetes foi induzido por uma Unica injecéo intravenosa de STZ, na dose de (40 mg/kg),
diluida em tampdo citrato 0,1M nos animais de todos os grupos diabéticos. O grupo controle
recebeu dose Unica intravenosa do veiculo, tampéo citrato 0,1M. Uma semana apds a injecdo
de STZ ou veiculo, a glicose sanguinea de jejum (GSJ) foi mensurada, e aqueles animais que
receberam STZ cujo valor da GSJ estava acima de 250mg/dL foram considerados diabéticos.
Todos os animais foram eutanasiados 10 semanas apés a inducdo do diabetes (AMARAL et
al., 2016).

4.6 Protocolo de Exercicio Fisico
4.6.1 Teste de Corrida Méaxima

Testes de corrida méaxima foram realizados no inicio, com 4 semanas e no final do
experimento com o objetivo de avaliar a capacidade fisica dos animais e/ou ajustar a
intensidade do exercicio. Tais testes foram realizados em 3 dias alternados, no qual o animal
inicialmente permaneceu na esteira parada durante 5 minutos, tendo a velocidade aumentada
em 1m/min a cada 6 segundos até atingir a velocidade de 10m/min. A partir de entdo, o tempo
foi disparado e a velocidade é aumentada em 1m/min a cada 3 minutos até que o animal atinja
a exaustdo. Foi considerado exausto o animal que parou a corrida por 2 segundos, por 3 vezes

em um minuto, ou quando ele permaneceu parado por 10 segundos (AMARAL et al., 2016).

4.6.2 Protocolo de Treinamento
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O treino para o grupo DTO 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
méaximo de 1 h no final da quarta semana. Do mesmo modo, a intensidade do exercicio
também foi progressivamente aumentada de 55-70% da capacidade méaxima atingida pelo
animal no teste de corrida méaxima, sendo acrescentados 5% a cada semana (SILVA et al.,
2012). Esse protocolo foi realizado com 0% de inclinagdo da esteira, durante cinco dias
consecutivos por semana, e € considerado como um exercicio de intensidade moderada
progressivo para ratos diabéticos (SOUZA et. al., 2007; RODRIGUES et al., 2011, SILVA et
al., 2012; AMARAL et al., 2016).

Uma semana apo6s a indugdo do diabetes, o grupo DTO foi submetido ao protocolo de
treinamento descrito acima, durante um periodo de 8 semanas. Os animais dos grupos CSO e
DSO foram colocados na esteira em movimento & 5m/min durante 5min, em dias alternados,
para manté-los climatizados a esteira durante os periodos dos testes de exaustdo, conforme
desenho experimental (Figura 1).

4.7 Peso Corporal, indice Uterino e Peso do Rim

O peso corporal foi determinado semanalmente, antes de cada sessao de exercicio. O valor de
peso é apresentado em Delta peso (ZAMBOM et al., 2009) que leva em consideracdo o peso
inicial e final dos animais.

Peso Final — Peso Inicial

Delt = 100
eitapeso Peso Inicial X

Ap0s a eutanasia, o Utero das ratas foi removido e pesado para determinagdo do indice uterino
com a finalidade de confirmar a ovariectomia pela atrofia uterina decorrente da privacdo dos
horménios ovarianos. Os rins também foram removidos e pesados. O peso do rim foi avaliado
pela média do peso do rim direito e esquerdo corrigido pelo peso corporal. Posteriormente,

foram fixados para estudos histologicos.

4.8 Pressao Arterial, Glicemia Pos- Prandial e GlicosUria
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A pressdo arterial foi mensurada no final de cada semana, antes das sessdes de exercicio, pelo
método de pletismografia de cauda (LE 5001 Electro-Esfigmomandmetro - Panlab, Espanha).
As mensuracdes foram realizadas com os animais conscientes e pré-aquecidos a 37°C durante
5 min, em ambiente tranquilo e livre de ruidos. A média de trés leituras consecutivas da
pressdo foi registrada para cada medicdo semanal. Diante da impossibilidade de determinar a
glicemia de jejum devido ao estado debilitado das ratas em decorréncia do diabetes, a
avaliacdo da glicemia pos-prandial foi utilizada nesse estudo. A mesma foi mensurada a partir
do sangue do tronco colhido imediatamente apds a eutanasia. A glicosuria foi analisada por
método colorimétrico (Abbott Diagnostics Kit) utilizando um analisador bioquimico
automatico (Abbott Diagnostics C.4100 - Saint-Laurent, Quebec, Canadd) para determinacgéo

da glicemia pds-prandial e da glicosuria.

4.9 Estudo da Func¢édo Renal

Quarenta e oito horas ap0s a Ultima sessdo de treinamento, amostras de sangue e urina foram
coletadas para a analise de parametros da funcdo renal. Os animais foram colocados em
gaiolas metabdlicas individuais onde permaneceram para coleta de amostras de urina de 24
horas. O fluxo urinério foi entdo determinado a partir do volume urinario coletado no periodo
de 24 horas. Apds a coleta de urina, os animais foram eutanésiados por decapitacdo para a
coleta de sangue do tronco em tubos também heparinizados e submetidos a centrifugacgdo e
refrigeracdo a - 20°C para analise da funcdo renal. Foram realizadas dosagens de creatinina,

Na* e K* na urina e no sangue, e proteina nas amostras de urina.

4.9.1 Quantificacdo da creatinina plasmatica e urinaria

A analise foi realizada pelo método colorimétrico utilizando acido picrico (HAYGEN, 1953).
O principio dessa técnica se fundamenta no fato da creatinina e outros cromogenos do plasma
reagirem com o0 acido picrico em meio alcalino formando o picrato de creatinina e 0s
cromogenos- picrato, respectivamente, dando a solucdo uma coloracdo amarelada. A
coloracdo foi medida em espectrofotdmetro e absor¢do méaxima de 510nm. O plasma foi
acidificado para quantificar a creatinina plasmatica. A analise da creatinina urinaria foi feita
seguindo 0 mesmo principio descrito acima, excluindo a etapa de acidificagdo. A TFG foi

determinada pelo Clearance de Creatinina.
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Concentragao de Creatinina Urinaria X Volume urinario

TFG — —
Concentracao de Creatinina Plasmatica

4.9.2 Quantificagdo de Na* e K* plasmatica e urinaria

A dosagem de sodio (Na*) e potassio (K") foi realizada por fotometria de chama (Mod. 910,
Analyser, Sdo Paulo, Brasil). Essa técnica baseia-se na espectroscopia atbmica, na qual a
aspiracdo da amostra diluida contendo céations é nebulizada e levada a uma chama. A radiacéo
emitida possui diferentes comprimentos de onda, que séo caracteristicos para cada elemento
quimico contido na amostra. O fotbmetro permite a separacdo das radiacdes com
comprimentos de onda distintos, de modo que o comprimento de onda emitido por um
determinado ion € proporcional a sua concentracdo na solucdo (OKUMURA,
CAVALHEIRO, 2004). Apds as determinacfes das concentragcdes plasmaticas e urinarias dos
fons Na* e K" foram calculadas as cargas e as fragdes de excrecdo (FE). O mesmo calculo
aplicado para a FENa" foi aplicado para a FEK".
Concentracgao de Sédio Urinario x Fluxo Urinario

FENa+= 100
at TFG x Concentragdo de S6dio Plasmatico X

4.9.3 Quantificacdo da proteina urinaria

A quantificacdo da proteina urinéria foi realizada pelo método colorimétrico, utilizando o kit
comercial Sensiprot (Labtest®, MG, Brasil). Esse teste baseia-se na formacdo de um
complexo resultante da reagdo entre o vermelho de pirogalol e o molibdato de sddio. Tal
complexo, quando combinado com a proteina existente na urina (meio acido), desenvolve um
cromoforo azul. A intensidade da coloragdo formada foi quantificada em absorbancia de

600nm, sendo proporcional a concentracdo de proteina presente na amostra.

4.10 Analise da Histologia Renal

Os rins removidos apos a eutanasia foram utilizados para estudos histologicos, morfolégicos e
imuno-histoquimicos. O rim esquerdo removido foi fixado em solucdo de Methacarn
(metanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%), durante um periodo de 24 horas e,
apos esse periodo, o fixador foi substituido por alcool etilico hidratado 70° INPM. Ao final, o

tecido foi parafinizado e cortado em fatias de 4pum de espessura. Os cortes foram corados com
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Acido Periddico Shift (PAS) para anélise das alteragdes morfologicas glomerulares e corados
com Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliacdo das alteragdes histoldgicas tubulo-intersciais.

4.10.1 indice Glomeroloesclerético (IGE)

A avaliacdo do IGE de glomérulos com glomeruloesclerose segmentar focal (GESF) foi
determinada pela anélise em microscépico 6ptico de 100 glomérulos do cortex renal dos
animais, através de escores que refletem alteracGes caracterizadas por aumento da matriz
mesangial, obliteracdo e dilatacdo dos vasos, a partir da coloragdo PAS. Foi utilizado o
método semi-quantitatitivo descrito por Saito e colaboradores (1987) a partir do escore 0,
glomérulo normal; escore 1, area esclerdtica até 25% (esclerose minima); escore 2, area
esclerdtica de 25 a 50% (esclerose moderada); escore 3, area esclerdtica de 50 a 75%
(esclerose moderada a severa); escore 4, area esclerdtica de 75% a 100% (esclerose severa). O
IGE foi calculado segundo a formula: IGE = (1 x n1) + (2 x n2) + (3 x n3) + (4 x n4) / nT,
onde nl representa 0 nimero de glomérulos com escore 1, n2 representa 0 nimero de
glomérulos com escore 2, n3 representa 0 numero de glomérulos com escore 3, n4 representa
0 numero de glomérulos com escore 4 e nT representa 0 ndmero total de glomérulos

avaliados.

4.10.2 Anélise Morfométrica Glomerular

A anélise morfométrica glomerular foi feita pela medida da area do tufo glomerular. A anélise
morfométrica do espaco capsular foi feita pela medida do corpusculo renal subtraida a area do
tufo glomerular. Ambas as analises foram feitas de 30 glomérulos da regido cortical e 20 da
regido justamedular de cada animal. As imagens foram obtidas pela microscopia de luz
captadas por meio de video-camera conectada a um analisador de imagens (Olympus BX51 -
Japan) utilizando a objetiva de 40X. A area do tufo glomerular e do corpusculo renal foi
delimitada manualmente e determinada por morfometria computadorizada atraves de um

software (Image J).

4.10.3 LesGes Tubulo-intersticiais
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A avaliagdo das LesGes Tubulo-Intersticiais (LTI) foi realizada em 30 campos
corticais/animal através de escores que refletem a extensdo de alteracGes caracterizadas por
dilatacdo, achatamento, perda de borda em escova, necrose, debridamento das células
tubulares e presenca de degeneracdo hidropica. Essas alteracGes foram quantificadas de duas
formas: a primeira por escore semiquantitativo (SHIH, HINES, NEILSON; 1988). Escore O:
nenhuma lesdo; escore 0,5: pequenas areas de lesdes discretas e focais; escore 1: lesdo
atingindo uma area < 10% do cortex; escore 2: lesdo atingindo uma area de 10-25%: escore 3:
lesdo atingindo uma area de 25-75% e escore 4: lesdo extensa e difusa atingindo uma area >
que 75%. A segunda foi pela analise quantitativa da porcentagem de cada tipo de leséo por

animal.

4.11 Estudo de Imunoistoquimica

Os cortes dos tecidos foram desparafinizados e incubados com anticorpos primarios: Anti-
ED-1(macréfagos/mondcitos - 1:1000), monoclonal, AbDserotec®; Anti-vimentina (1:100),
monoclonal, marcador de regeneracao tubular, Dako®; Anti a- SMA (1:1000), monoclonal,
marcador de alteragfes nos vasos renais; Anti-desmina (1:100, 1:50), monoclonal, marcador
de lesdo de podacitos; Anti-linfocitos (1:200, 1:100 e 1:50), monoclonal, Harlan Sera-Lab® e
Anti-fibronectina (1:500), policlonal, marcador de fibrose glomerular. Os anticorpos
secundarios: Anti-mouse (1:200), Vector Laboratories, Burlingame® para ED-1, Vimentina ,
Linfécitos, Desmina e Alfa-actina; e Anti- rabbit (1:400), Vector Laboratories, Burlingame®
para Fibronectina. No entanto, os testes para Desmina e Linfocitos ndo revelaram marcacao

em nenhum dos grupos estudados.

Foi realizado um controle negativo para cada reacdo de imunoistoquimica, submetendo os
cortes de tecido as mesmas condi¢Oes da reacdo, omitindo-se, entretanto, a incubacdo do
anticorpo priméario. O produto da reacdo foi detectado pelo complexo avidina-biotina-
peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame®, CA, USA) e a cor foi desenvolvida com 3,3-
diaminobenzidina (Easypath®). A contra coloracdo foi feita com Hematoxilina (ED-1,

Vimentina e Alfa-actina) e Metil green (Fibronectina).

A avaliacdo dos resultados da imunorreacdo foi feita através de escores que refletem a
extensdo da area do cortex renal e do compartimento tabulo-intersticial marcada, ou através

da contagem do namero de células positivas. Para a quantificacdo de ED-1 foi realizada a
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contagem de células positivas em 100 glomérulos corticais e 50 campos do compartimento
tubulo-intersticial cortical para cada animal, sendo a contagem de células dividida pelo
numero de campos para obter a média do animal. A quantificacdo de Vimentina foi realizada
a partir da imagem de 30 campos do compartimento tabulo-intersticial cortical e aplicacdo de
escores que refletem a extensdo da area do cortex renal marcada, graduado da seguinte forma:
escore 0O, representa 0 a 5% do campo marcado; escore 1, representa 5 a 25% do campo
marcado; escore 2 representa 25 a 50% do campo marcado; escore 3 representa 50 a 75% do
campo marcado e 4 representa 75 a 100% do campo marcado. Foram analisados 30 campos
seguidos e determinado um escore médio para cada rato (LEWERS et al., 1970). Para Alfa-
actina foram utilizados 50 campos corticais por animal e treshould de 140 (ITO et al., 2015).
A marcacdo de Fibronectina foi quantificada a partir de 50 glomérulos por animal utilizando
treshould de 130 (AMARAL et al., 2016).

4.12 Avaliacdo do Estresse Oxidativo

Para avaliagdo do estresse oxidativo, foram determinados os niveis plasmaticos e urinarios
das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Para isso foi utilizando o ensaio do
acido tiobarbitirico (OHKAWA et al., 1979). Foram adicionados 1000ml de &cido
tricloroacético (TCA) a 17,5% e 1000ml de acido tiobarbitarico a 0,6%, pH 2,0, a 1000ml das
amostras de soro e urina. As amostras de soro e urina foram diluidas em agua destilada na
proporcdo de 1/20. Em seguida, as amostras foram submetidas ao banho-maria a 100°C por 15
min. Apds o resfriamento em gelo, foi adicionado TCA a 70%, seguido por um periodo de
incubacdo de 20 min. A solucgéo foi entdo centrifugada por 15 min a 2000RPM e a densidade
Optica do sobrenadante foi lida em um comprimento de onda de 534nm por
espectrofotometria. A quantidade de TBARS em nanomoles foi calculada utilizando-se um
coeficiente de extingdo 1,56x10° M cm™. Os dados de TBARS urinario foram corrigidos

pelo volume urinario.

4.13 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o programa GraphPadPrism 5. Foram realizados o
teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade de distribuicdo dos dados e o teste
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de Bartlett para analisar a homogeneidade das variancias. Os dados foram submetidos ao teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis com comparac6es maltiplas pelo teste de Dunn, expressos
como mediana e percentil 25 e 75, ou a analise de variancia ANOVA One-way, seguida pelo
teste de comparacdes multiplas Newman-Keuls, e expressos como média £ o erro padrdo da
média (EPM). Foram utilizados os testes de Pearson ou Spearman para analise das
correlac@es. A significancia estatistica foi definida por p<0,05.
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Resumo

Este estudo avaliou os efeitos do exercicio fisico aerdbico de intensidade moderada e
progressiva sobre a funcdo, estrutura renal e estresse oxidativo em ratas ovariectomizadas
com diabetes mellitus do tipo 1 induzido por estreptozotocina (STZ). Dezoito ratas Wistar
foram divididas em 3 grupos: CSO - ratas controles sedentarias ovariectomizadas; DSO —
ratas diabéticas sedentarias ovarectomizadas; e DTO - ratas diabéticas treinadas
ovariectomizadas. Apo6s a inducdo do diabetes, o grupo DTO realizou oito semanas de
exercicio. Vinte e quatro horas ap0s a Ultima sessdo de treinamento foram coletadas amostras
urina. As amostras de sangue e os rins foram retirados, ap0s a eutanasia, para analise de
funcdo renal, histologia, morfometria e estresse oxidativo. Nossos resultados demonstram
reducdo do ganho de peso, aumento do peso do rim e da glicemia pos-prandial nas ratas
diabéticas. Contudo, o exercicio diminuiu a glicosUria e preveniu a proteindria nas ratas do
grupo DTO. A glomeruloesclerose segmentar focal (GESF), a area do tufo dos glomérulos
justamedulares, as lesGes tubulo-intersticiais (LTI), a perda de borda em escova e o
debridamento das células tubulares foram reduzidos nas ratas DTO. O exercicio fisico
diminuiu também as concentracdes urinarias e plasmaticas de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS). Os nossos resultados demonstram efeito benéfico do exercicio fisico
sobre a proteinuria, glicosuria e a estrutura renal em ratas diabéticas ovariectomizadas, que

pode estar sendo mediado, em parte, pela reducdo do estresse oxidativo.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1. Ovariectomia. Rim. Exercicio fisico.
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Introducéo

As complicacdes cronicas do diabetes mellitus (DM) atingem principalmente os sistemas
cardiovascular e renal, sendo a nefropatia diabética a principal complicacdo e causa de morte

entre os pacientes portadores do diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) (Maric e Sullivan, 2008).

Os estagios iniciais da nefropatia diabética sdo caracterizados por alteracdes na funcdo e
estrutura renal, incluindo hiperfiltracdo glomerular, expansdo mesangial, hipertrofia renal
adaptativa e microalbuminuria (Bangstad et al., 1993; Sharma e Mcgowan, 2000; Volpini et
al., 2003). Com a progressdo da doenca, a perda da seletividade da barreira de filtracdo e
reducdo da superficie filtrante resultam em densa proteinuria e progressiva queda da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) (Trevisan et al., 1997). Os processos fisiopatoldgicos renais
ocorrem principalmente nos glomérulos, caracterizados por expansdo da matriz mesangial,
espessamento da membrana basal glomerular e lesdo dos poddcitos (Bangstad et al., 1993;
Coimbra et al., 2000). Contudo, o estado hiperglicémico cronico também provoca alteracGes

morfoldgicas nos tabulos renais (Barutta et al., 2014).

O estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos envolvidos no surgimento e progressao dos
distdrbios renais induzidos pelo diabetes (Palm et al., 2003). A hiperglicemia induz aumento
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e alteragcdes na estrutura renal, sugerindo que essa via
pode estar associada ao desenvolvimento das lesdes renais (Mansouri et al., 2011; Punaro et
al., 2014; Fernandes et al., 2016). Saleh e colaboradores (2016) demonstraram que 0
tratamento com o antioxidante induziu menor excre¢do urinaria de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS), menor producdo de superoxido glomerular e excrecdo de

endotelina 1 urinaria em ratos com DM1 induzido por estreptozotocina (STZ).

Estudos demonstram uma importante influéncia dos hormonios sexuais sobre a incidéncia e

progressao das doencas renais, apontando 0s estrégenos como um fator renoprotetor, tanto em
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animais experimentais, quanto em mulheres em idade fértil (Neugarten et al., 2000; Keck et
al., 2007; Pérez-Torres et al., 2009). A ovariectomia induz albuminuria, aumento do fator de
crescimento transformador beta (TGF-B), proteinas estruturais glomerulares, severa
glomeruloesclerose e fibrose tubulo-intersticial (Mankhey et al., 2005). Contudo, os estudos
sdo controversos quanto a modulacdo dos hormdnios sexuais femininos sobre as alteracdes

renais induzidas pelo diabetes principalmente no periodo da p6s-menopausa.

O exercicio aerdbico tem sido relacionado a prevencao de doencas cronicas (Pedersen, 2006;
Coelho, Burine, 2009), incluindo o diabetes mellitus (Bortolon et al., 2012, Huebschmann et
al., 2015). Os mecanismos desse efeito protetor sobre as doencas renais, sobretudo sobre a
doenca renal diabética, ndo estdo totalmente esclarecidos (Gusmao et al., 2003; Najas et al.,
2009). Contudo, evidéncias indicam que o exercicio melhora o controle glicémico (Silva et
al., 2012), aumenta a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) (Rodrigues et al., 2011), reduz
a inflamacdo (Agarwal et al., 2012), o estresse oxidativo (Peeri et al., 2013) e a apoptose
celular (Miyagi et al. 2014), além de modular beneficamente o Sistema Renina-Angiotensina-

Aldosterona (SRAA) (Ciampone et al., 2011).

Nesse sentido, 0 nosso estudo avaliou os efeitos do exercicio fisico moderado e progressivo
sobre as alteracOes oxidativas e de funcdo e estrutura renal induzidas pelo diabetes mellitus na

auséncia dos hormoénios sexuais femininos.

Materiais e Métodos

Animais

Dezoito ratas Wistar com 10 semanas de idade e peso corporal em torno de 180 a 200 gramas
foram mantidas em ciclo de claro/escuro e temperatura 23+3°C, com livre acesso a agua e
racdo. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais com seis animais em cada
grupo: CSO - ratas controles sedentarias ovariectomizadas; DSO - ratas diabéticas
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sedentarias ovarectomizadas; e DTO - ratas diabéticas treinadas ovariectomizadas. O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal Experimental do IMS/CAT/UFBA com
protocolo de n° 008/2013. Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de
acordo com as recomendac6es do guia nacional de criacdo para o controle da experimentacao

animal (CONCEA) no Brasil.

Procedimento Cirargico e Inducdo do Diabetes

As ratas foram anestesiadas com Xilazina (6mg/kg) e Ketamina (40mg/kg), via
intraperitoneal, e submetidas a cirurgia de ovariectomia bilateral (Amaral et al., 2014). Apds
sete dias de recuperacdo cirurgica, o diabetes foi induzido por uma Unica injecdo intravenosa
de STZ (40mg/kg), diluida em tampdo citrato 0,1M. O grupo controle recebeu dose Unica
intravenosa do veiculo, tampao citrato 0,1M. Uma semana ap06s a injecdo de STZ ou veiculo,
a glicose sanguinea de jejum (GSJ) foi mensurada, e aqueles animais que receberam STZ cujo
valor da glicemia de jejum estava acima de 250mg/dL foram considerados diabéticos. Todos

os animais foram eutanasiados 10 semanas ap0s a inducdo do diabetes (Amaral et al., 2016).

Teste de Corrida Maxima e Protocolo de Treinamento

Os testes de corrida maxima foram realizados no inicio, com 4 semanas e no final do
experimento com o objetivo de avaliar a capacidade fisica dos animais e/ou ajustar a
intensidade do exercicio conforme meétodo descrito por Amaral e colaboradores (2016). O
treinamento para o grupo DTO consistiu de corrida em esteira com 0% de inclinacdo, 5 dias
por semana, 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 do exercicio também foi progressivamente aumentada de 55-70%

da capacidade méxima atingida pelo animal no teste de corrida maxima, acrescentando mais
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5% a cada semana (Souza et al., 2007; Rodrigues et al., 2011; Silva et al., 2012). Uma semana
apos a inducdo do diabetes, o grupo DTO foi submetido ao protocolo de treinamento durante

um periodo de 8 semanas (Fig. 1).

Peso Corporal, indice Uterino e Peso do Rim

O ganho de peso corporal dos animais foi determinado semanalmente e avaliado pelo delta
peso (Zambom et al., 2009). Apos a eutanasia, 0 utero das ratas foi removido e pesado para
determinacdo do indice uterino e verificacdo da atrofia uterina. Os rins foram também
removidos, pesados e fixados para estudos histologicos. O peso do rim foi avaliado pela

média do peso do rim esquerdo e direito.

Pressao Arterial, Glicemia Pds-Prandial e Glicosuria

A presséo arterial foi mensurada no final de cada semana, antes das sessdes de exercicio, pelo
método de pletismografia de cauda (LE 5001 Electro-Esfigmomandmetro - Panlab, Espanha).
As mensuracgdes foram realizadas com os animais conscientes e pré-aquecidos a 37°C durante
5 min, em ambiente tranquilo e livre de ruidos. Devido ao estado debilitado das ratas
diabéticas, ndo foi possivel realizar o teste de glicemia de jejum. Por isso, o perfil glicémico
das ratas foi avaliado pela glicemia pos-prandial com o sangue do tronco colhido
imediatamente ap0s a eutandsia. Tanto a glicemia pés-prandial como a glicosuria foram
determinadas por método colorimétrico utilizando um analisador bioquimico automatico

(Abbott Diagnostics C.4100 - Saint-Laurent, Quebec, Canada).

Funcéo Renal
Quarenta e oito horas ap0s a ultima sessdo de treinamento, os animais foram colocados em

gaiolas metabolicas para coleta de urina de 24 horas. Apds a eutanasia, amostras de sangue
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foram retiradas para determinacdo das concentracdes de creatinina sodio e potassio. A analise
de creatinina nas amostras de sangue e urina foi realizada pelo método de Jaffé (Haygen,
1953). A taxa de filtracdo glomerular (TFG) foi determinada pelo Clearance de creatinina. As
dosagens de sodio e potassio foram realizadas por fotometria de chama (Mod. 910, Analyser,
Sdo Paulo, Brasil) e calculadas as fracGes de excrecdo desses ions. O fluxo urinario foi
determinado pelo volume total de urina em 24 horas. A quantificacdo da proteina urinaria foi
realizada pelo método colorimétrico, utilizando o kit comercial Sensiprot (Labtest®, MG,

Brasil).

Morfologia Renal

Apds a eutanasia, os rins foram removidos para os estudos histologicos e morfométricos. O
rim esquerdo removido foi fixado em solucdo de Methacarn. O tecido foi parafinizado,
cortado em fatias de 4 um de espessura e corado com Acido Periédico Shift (PAS) para
avaliacdo do glomérulo e Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliagdo do compartimento

tubulo-intersticial.

indice Glomeroloesclerético (IGE)

A glomeruloesclerose segmentar focal foi determinada pelo IGE atraves da analise em
microscopico optico de 100 glomérulos do cortex renal dos animais atraves de escores que
refletem as alteracOes caracterizadas por aumento da matriz mesangial, obliteracédo e dilatacéo
dos vasos. Foi utilizado o0 método semi-quantitatitivo de Saito e colaboradores (1987) usando
o0 escore 0, glomérulo normal; escore 1, area esclerotica até 25% (esclerose minima); escore 2,
area esclerdtica de 25 a 50% (esclerose moderada); escore 3, area esclerdtica de 50 a 75%
(esclerose moderada a severa); escore 4, area esclerdtica de 75% a 100% (esclerose severa). O

IGE foi calculado segundo a formula: IGE = (1 x n1) + (2 x n2) + (3 x n3) + (4 x n4) / nT,
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onde nl representa 0 numero de glomérulos com escore 1, n2 representa 0 ndmero de
glomérulos com escore 2, n3 representa 0 nimero de glomérulos com escore 3 e n4 representa
0 namero de glomérulos com escore 4 e nT representa 0 ndmero total de glomérulos

avaliados.

Andlise Morfométrica Glomerular

A anélise morfométrica glomerular foi feita pela medida da area do tufo glomerular. A anélise
do espaco capsular foi feita pela medida do corpusculo renal subtraida da area do tufo
glomerular. Ambas as analises foram feitas em 30 glomérulos da regido cortical e 20 da
regido justamedular de cada animal. As imagens foram obtidas pela microscopia de luz
captadas por meio de video-camera conectada a um analisador de imagens (Olympus BX51 -
Japan) utilizando a objetiva de 40X. A éarea foi delimitada manualmente e determinada por

morfometria computadorizada através de um software (Image J).

Lesdes Tubulo-intersticiais

A avaliacdo das lesBes tubulo-intersticiais (LTI) foi realizada em 30 campos corticais/animal
caracterizadas por dilatacdo, achatamento, perda de borda em escova, debridamento e
presenca de degeneracdo hidropica. Essas alteracbes foram quantificadas por escore
semiquantitativo, utilizando escore 0: nenhuma lesdo; escore 0,5: pequenas areas de lesdes
discretas e focais; escore 1: lesdo atingindo uma area < 10% do cortex; escore 2: lesdo
atingindo uma area de 10-25%: escore 3: les@o atingindo uma area de 25-75% e escore 4:
lesdo extensa e difusa atingindo uma area > que 75% (Shih et al., 1988). A outra analise foi

quantitativa da porcentagem de cada tipo de lesdo por animal.

Estresse Oxidativo
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Para avaliagao do estresse oxidativo, foram determinadas as concentracdes plasmaticas e
urinarias de TBARS. O TBARS urindrio foi corrigido pelo volume urinario de 24h. Para isso
foi utilizando o ensaio do acido tiobarbiturico (Ohkawa et al., 1979). A solucgdo foi lida em

um comprimento de onda de 534nm por espectrofotometria.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o programa GraphPadPrism 5. Foi realizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade de distribuicdo dos dados e o teste de
Bartlett para analisar a homogeneidade das variancias. Os dados foram submetidos ao teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis com comparacGes multiplas pelo teste de Dunn, e
expressos como mediana e percentil 25 e 75, ou a analise de variancia ANOVA One-way,
seguida pelo teste de comparacGes multiplas Newman-Keuls, e expressos como média £ 0 erro
padrdo da média (EPM). Foram utilizados os testes de Pearson ou Spearman para analise das

correlagBes. A significancia estatistica foi definida por p<0,05.

Resultados

Peso Corporal, indice Uterino e Peso do Rim

As ratas diabéticas demonstraram diminuicdo significativa do ganho de peso corporal
comparados ao grupo controle (p<0,05) (Tabela 1). Todas as ratas apresentaram redugdo do
peso uterino, avaliado pelo indice uterino, indicando atrofia do utero devido a reducéo nos
niveis circulantes de hormonios ovarianos (Tabela 1). Quanto ao peso do rim, houve aumento

significativo nos grupos diabéticos quando comparado ao controle (p<0,001) (Tabela 1).

Pressao Arterial, Glicemia P6s-Prandial e GlicosUria

Os nossos resultados ndo demonstraram alteracdes significativas na pressao arterial sistolica,
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diastdlica e média, bem como na frequéncia cardiaca. A glicemia pos-prandial foi elevada nos
grupos DSO (p<0,05) e DTO (p<0,01) quando comparados ao controle. As ratas dos grupos
DSO (p<0,001) e DTO (p<0,01) apresentaram aumento significativo da glicosuria. Contudo,

o0 exercicio fisico diminuiu a glicosuria nas ratas do grupo DTO (p<0,05) (Tabela 1).

Funcéo Renal

Todas as ratas diabéticas ovariectomizadas, sedentérias ou treinadas, demonstraram aumentos
significativos do fluxo urinario (p<0,01) e das fracdes de excrecdo de sddio e potassio,
(p<0,05), quando comparados as ratas controle (Tabela 2). A proteinuria estava elevada
somente no grupo DSO em relacédo ao controle (p<0,001). Portanto, o exercicio fisico reverteu
a proteindria nas ratas do grupo DTO comparada ao grupo DSO (p<0,05) (Tabela 2). N&do
foram observadas alterac@es significativas na concentracao de creatinina plasmatica e da TFG

entre 0s grupos experimentais.

Histologia e Morfometria Renal

As ratas diabéticas dos grupos DSO e DTO apresentaram aumentos significativos da GESF
determinada pelo indice glomeruloesclerético (IGE), em relacdo ao grupo controle (p<0,001).
O exercicio fisico reduziu o IGE nas ratas do grupo DTO comparado ao grupo DSO (p<0,05)
(Tabela 3). A GESF foi caracterizada por dilatacdo e obliteracdo dos capilares glomerulares, e
aumento da matriz mesangial, como demonstrado nos cortes histoldgicos (Fig. 2A, 2B, 2C). A
analise da correlagdo demonstrou que a proteinuria (r=0,7112, p<0,01) foi positivamente
correlacionada ao indice glomeruloesclerotico (Fig. 3C). A analise morfométrica do tufo
glomerular de glomérulos corticais mostrou aumento significativo da area do tufo glomerular
nos grupos diabéticos quando comparados ao grupo controle (p<0,01). A area do tufo

glomerular da regido justamedular foi elevada somente nas ratas do grupo DSO (p<0,001).
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Portanto, o exercicio fisico reverteu esse aumento da area do tufo glomerular da regido
justamedular nas ratas do grupo DTO comparada ao grupo DSO (p<0,01) (Tabela 3). Foi
observado aumento da area do espaco da capsula de Bowman, tanto de glomérulos corticais
como justamedulares somente nas ratas do grupo diabético sedentario quando comparado com

0 grupo controle (p<0,05) (Tabela 3).

As lesdes tubulo-intersticiais estavam mais intensas no cortex renal das ratas DSO (p<0,01) e
DTO (p<0,05) quando comparadas ao grupo controle. No grupo DTO, as lesbes foram
atenuadas pelo exercicio quando comparado ao grupo DSO (p<0,05) (Tabela 3; Fig. 2D, 2E,
2F). A analise estratificada dessas lesdes revelou aumento significativo da degeneracdo
hidrépica/ vacuolizacdo, da perda de borda em escova, dilatacdo e achatamento das células
tubulares, debridamento e necrose, nas ratas DSO em relacdo ao controle. No grupo DTO, a
dilatacdo/ achatamento e necrose das células tubulares estavam elevadas quando comparadas
ao controle. O exercicio fisico reduziu a perda de borda em escova e o debridamento nas ratas

do grupo DTO em relagdo ao DSO (p<0,05) (Tabela 3, Fig. 2F).

Dosagens de TBARS Plasmatico e Urinario

O exercicio reduziu a concentracdo de TBARS plasmatico no grupo DTO guando comparado
ao grupo DSO (p<0,05) (Figura 3A). Os niveis de TBARS urinario estavam elevados somente
nas ratas DSO (p<0,05). O exercicio fisico reverteu os niveis de TBARS urinario nas ratas
DTO em relagdo ao grupo DSO (p<0,05) (Figura 3B). Foi observada também correlacéo
positiva (r=0,6408 e p<0,05) entre a proteinuria e os niveis de TBARS urinario, desse modo,

quanto maior o TBARS urinario, maior o nivel de proteindria (Figura 3D).

Discussao
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Neste estudo, analisamos o efeito do exercicio fisico de intensidade moderada e progressiva
sobre as alteracbes de funcdo e estrutura renal e do estresse oxidativo em ratas
ovariectomizadas com DM1 induzido por STZ. Nossos dados demonstram que 0 exercicio
aerobico moderado reduziu a glicosuria, proteinuria, glomeruloesclerose segmental focal, area
do tufo dos glomérulos justamedulares, as lesdes tubulo-intersticiais, com melhora
significativa da perda de borda em escova e debridamento das células tubulares. Além disso, o
exercicio reduziu o estresse oxidativo avaliado pelo TBARS plasmatico e urinario. Esses
beneficios foram observados sem nenhum tratamento farmacoldgico, 0 que comprova a

efetividade do exercicio como medida terapéutica.

A eficécia da ovariectomia foi comprovada pela reducdo do volume e peso do Gtero em todas
as ratas ovariectomizadas demonstrando que a deficiéncia do estrogeno promove gradativa
involucdo do endométrio (Camargo et al., 2011). A ovariectomia pode também induzir
aumento do peso em ratas ndo diabéticas quando comparado a ratas intactas (Mankhey et al.,
2005). No entanto, Riazi e colaboradores (2006) demonstraram que a associacdo da
ovariectomia e do diabetes provocou maior perda de peso nesses animais. Os nossos dados
demonstram também reducdo do ganho de peso nas ratas diabéticas ovariectomizadas, sem
influéncia significativa do exercicio fisico. Contudo, outros estudos evidenciaram que 0
exercicio melhorou a capacidade metabolica em ratas com diabetes induzido pela STZ
(Amaral et al., 2016), e em ratos obesos e diabéticos treinados (Ito et al., 2015). Em nosso
estudo foi observado também aumento do peso do rim nas ratas diabéticas ovariectomizadas,
que pode ser explicado pela hipertrofia renal caracteristica da nefropatia diabética inicial
(Suarez et al., 2013). Amaral e colaboradores (2016) também observaram aumento do peso

do rim em ratas diabéticas intactas, porém, esse aumento foi atenuado pelo exercicio.

Neste estudo, todas as ratas diabéticas apresentaram aumento da glicemia pds-prandial. No

entanto, este aumento ndo foi associado a dieta, uma vez que ndo houve diferenca no
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consumo de racdo entre 0s grupos experimentais. Ja foi demonstrado que a atividade fisica
reduz os niveis de glicose e insulina em jejum, melhora a tolerancia a glicose e estimula a
captacdo de glicose no musculo de ratas Zucker diabéticas obesas ovariectomizadas (Bergeran
et al., 2014). Por outro lado, Furukawa e colaboradores (2013) mostraram que 0 exercicio
melhorou o peso corporal, a pressdo arterial, a funcdo e a morfologia renal sem, no entanto,
alterar a glicemia no DM tipo 2. Apesar do exercicio ndo estar sempre associado ao controle
glicémico, localmente, foi demonstrado que o exercicio moderado induz o aumento da massa
das células beta-pancreéticas e reduz a apoptose (Choi et al., 2005). O exercicio reduziu a
glicosuria nas ratas do grupo DTO. A concentracdo do transportador GLUTL é reduzida em
ratos com diabetes induzida por STZ (Machado, 1998). O exercicio aumenta o fluxo
sanguineo muscular, a captacéo de glicose e a ligacéo da insulina ao seu receptor (Pauli et al.,
2009). Além disso, o exercicio fisico moderado induz o aumento do numero de
transportadores de glicose GLUT 4 no musculo (Ebersbach-Silva et al., 2013) promovendo

indiretamente a diminuicéo da glicosuria.

A proteindria esta diretamente relacionada a progressdo da lesdo renal, sendo, portanto, um
importante marcador da funcéo renal (Guimarées et al., 2007; Murussi et al., 2008). Nossos
resultados evidenciaram proteindria elevada nas ratas DSO. Contudo, o exercicio fisico
reverteu a excrecdo urinaria de proteinas nas ratas do grupo DTO. O aumento da proteindria
em animais diabéticos pode estar associado ao comprometimento das proteinas estruturais e
da permeabilidade glomerular desencadeado pela hiperglicemia (Ito et al., 2015; Wang et al.,
2015; Saleh et al., 2016). Os efeitos benéficos do exercicio tenham sido atribuidos a redugéo
da hiperglicemia, proteindria e albuminudria, melhor biodisponibilidade do 6Oxido nitrico e
reducdo do estresse oxidativo (Albright et al., 1995; Silva et al; 2012). O exercicio nédo
atenuou aumentos no fluxo urinario e a fragdo de excrecdo de sodio potassio induzida por

diabetes no grupo DTO.
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Apesar da deficiéncia de estrogeno estar associada ao desenvolvimento da glomeruloesclerose
em mulheres na pds-menopausa e em ratas ovariectomizadas (Antus et al., 2003; Elliot et al.,
2003; Chin et al., 2005), a condicdo de hiperglicemia e o estabelecimento da nefropatia
diabética também sdo determinantes para o desenvolvimento de lesGes glomerulares
(Lagranha, 2007; Al-Trad et al., 2015). Os nossos resultados evidenciam aumento da
glomeruloesclerose segmentar focal nas ratas DSO e reducdo das alteracbes glomerulares no
grupo DTO. Rodrigues e colaboradores (2011) demonstraram diminui¢do da constricdo dos
capilares glomerulares, expansdo mesangial, proteindria, estresse oxidativo e melhor
biodisponibilidade de NO em ratos com DML exercitados. Amaral e colaboradores (2016)
demonstraram também que o0 exercicio fisico moderado reduziu o indice
glomeruloesclerotico, as expressdes de proteinas da matrix extracelular e de TGF-f em ratas
intactas com diabetes induzido por STZ. Em nosso estudo foi verificado também correlacdo
positiva entre a proteiniria e o IGE. Essas alteracdes glomerulares sdo responsaveis pelo
aumento do tufo glomerular observado em ratos diabéticos (Bangstad et al., 1993; Sharma e
Mcgowan 2000; Volpini et al.,, 2003). Elliot e colaboradores (2003) evidenciou que 0
aumento do tufo glomerular e diminuicdo do espaco vascular foram associados a
ovariectomia. Em nosso estudo, esse aumento foi maior nos glomérulos justamedulares
qguando comparado aos glomérulos corticais. Essas alteracfes justamedulares podem estar
associadas as lesbes podocitarias e ao envelhecimento pela maior intensidade da marcacéo de
desmina em ratos com DM2 (Sofue et al., 2012). O exercicio fisico reduziu a area do tufo de

glomérulos justamedulares nas ratas do grupo DTO.

As lesdes tabulo-intersticiais foram mais pronunciadas no cortex renal das ratas DSO, e esse
aumento atenuado pelo exercicio nas ratas DTO. Com a andlise estratificada dessas les6es foi
possivel observar maior degeneracdo hidropica/vacuolizacdo, perda de borda em escova,

dilatacdo/achatamento, debridamento e necrose das células tubulares em decorréncia do

64



diabetes. A degeneracdo vacuolar também foi demonstrada em ratos diabéticos sedentarios
(Rodrigues et al., 2011). Fernandes e colaboradores (2016) observaram dilatacdo tubular e
amostraram que as alteracBes na histologia renal foram induzidas pela hiperglicemia devido
ao aumento das especies reativas de oxigénio. Neste estudo, o exercicio reduziu a perda de
borda em escova e o debridamento das células tubulares. Como as lesdes s&o mais
predominantes em glomérulos, poucos estudos avaliam as alteracbes tubulares
correlacionando-as ao exercicio fisico e ao diabetes, principalmente na auséncia dos

hormonios sexuais femininos.

Nossos resultados demonstram concentracdes plasmaticas e urinarias reduzidas de TBARS
em ratos diabéticos treinados ovariectomizados. Conforme demonstrado em nosso estudo, o
exercicio reduziu os niveis de estresse oxidativo em ratos diabéticos e/ou uninefrectomizados
(Fernandes et al., 2016). Rodrigues e colaboradores (2011) evidenciaram diminui¢do das
concentracdes plasmaticas e urindrias de TBARS em ratos com diabetes mellitus tipo 1
submetidos ao exercicio. O treinamento fisico atenuou os niveis de TBARS e aumentou a
atividade de superdxido dismutase renal e nitrito/ nitrato sérico, além de proteger contra danos
renais devido a deficiéncia de 6xido nitrico (Peeri et al., 2013). Nossos dados também
demonstram uma correlagdo positiva entre proteindria e TBARS urinario. Isto é consistente
com a evidéncia de que o exercicio aerobio regular, de intensidade moderada, exerce efeitos
protetores sobre o rim diabético, prevenindo a proteiniria e o estresse oxidativo local em
animais (Albright et al., 1995; Agarwal et al., 2012) e em humanos (Silva et al., 2012; Peeri et

al., 2013).

Em conclusdo, o efeito benéfico do exercicio fisico sobre essas alteracbes de funcdo e
estrutura renal pode estar associado, pelo menos em parte, a reducao do estresse oxidativo em

ratas ovariectomizadas com diabetes mellitus tipo 1
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Tabelas

Tabela 1- Dados de Delta Peso, Indice Uterino, Peso do Rim, Glicemia, Glicosuria,

Frequéncia Cardiaca, Pressao Arterial Sistdlica, Pressdo Arterial Diastolica e Pressdo Arterial

Média de ratas controles sedentarias ovariectomizadas (CSO), diabéticas sedentarias

ovariectomizadas (DSO), diabéticas treinadas ovariectomizadas (DTO).

PARAMETROS
CSO DSO DTO
AVALIADOS
Delta Peso 72,1 (47,1;78,8) 7,9 (-7,6; 30,9)* 1,2 (-4,6; 8,4)*

Indice Uterino

Peso do Rim

GPP
Glicosuria
FC

PAS

PAD

PAM

47,31 (34,72; 138,1)
0,34+0,01

110,4 (106,3; 119,4)

1,52+0,30
367,8+7,8
126,2+2,6
73,17+3,0

90,56+2,6

57,01 (47,26;72,41)
0,66+0,05%**

674,6 (578,6; 824)*
20194237, 2%
353,9+28,8
123,9+1,6
70,47+1,3

87,94+1,2

54,70 (48,47; 197,2)
0,5620,2%**

785(629,7;985,6)**
1288+329,6**"
348,5+26,1
131,345,9
78,80+3,6

95,40+4,1

Delta peso (g); indice uterino (mg/100g/pc); Peso do rim (g/100g/pc); GPP, glicemia pos-prandial (mg/dl);
GlicosUria (mg/24h); FC, frequéncia cardiaca (bpm); PAS, pressdo arterial sistélica (mmHg); PAD, pressdo
arterial diastdlica (mmHg); PAM, presséo arterial média (mmHg). Dados séo expressos como médiatEPM, com
excecao dos dados de delta peso, indice uterino e glicemia que sdo expressos como mediana e percentil 25 e 75.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus CSO; *p<0,05 versus DSO.
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Tabela 2 — Parametros de funcdo renal de ratas controles sedentérias ovariectomizadas

(CS0), diabéticas sedentarias ovariectomizadas (DSO), diabéticas treinadas ovariectomizadas

(DTO).
PARAMETROS
CsO DSO DTO
AVALIADOS
Creatinina Plasmatica 0,3(0,3;0,3) 0,3(0,3;0,4) 0,4 (0,2;0,5)
TFG 0,8+0,1 0,6+0,1 0,940,2
Fluxo urinério 4,33+0,92 54,2+13,14** 45,2+10,87**
FENa+ 0,38+0,03 0,95+0,16* 1,15+0,25*
FEK+ 9,1(6,8; 9,3) 31,0 (26,7;56,7)* 40,3 (19,1; 45,8)*
Proteindria 2,49+0,8 29,35+6,15*** 12,542, 7"

Creatinina plasmatica (mg/dl); TFG, taxa de filtracdo glomerular (mI/min/100g); Fluxo urinério (pl/min);
FENa", fracdo da excrecdo de sddio (%); FEK", fracdo da excrecdo de potassio (%); Proteindria (mg/24h). Dados
sdo expressos como médiatEPM, com excecdo dos dados de creatinina plasmatica e FEK+ que sdo expressos
como mediana e percentil 25 e 75. "p<0,05, “p<0,01 e~ p<0,001 versus CSO; “p<0,05 versus DSO.
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Tabela 3 — Pardmetros de histologia e morfometria renal de ratas controles sedentérias

ovariectomizadas (CSO), diabéticas sedentarias ovariectomizadas (DSO), diabéticas treinadas

ovariectomizadas (DTO).

PARAMETROS
CsO DSO DTO
AVALIADOS
IGE 0,21 (0,19; 0,25) 0,96 (0,86; 1,09) 0,75 (0,73;0,97)""
ATGc 3569+68,67 45762205,30" 4440+173,0”
ATG jm 3655+110,90 5238+229,70"" 4238+217,6"
AEC ¢ 1209+90,39 2304+463,6- 14304205,6
AEC jm 959,5 (936,5; 1237) 1880 (1332; 2440)" 1183 (892,8; 1686)
LTI 0,75+0,11 1,98+0,27" 1,35+1,34%
Deg Hid/ Vac 14,4428 39,3+7,0° 28,36,1
Perda de Borda 3,9+0,7 11,1247 4,3%1,5"
Dilat / Achat 0,3+0,05 4,5+1,0" 3,340,8
Debridamento 2,4+0,6 5,3+0,8" 2,5+0,8"
Necrose 0,2+0,1 0,802 0,6+0,1"

IGE, indice glomeruloesclerético (escore); ATGc, area do tufo glomerular cortical (um?); ATGjm, rea do tufo
glomerular justamedular (um?); AECc, area do espaco capsular dos glomérulos corticais (um?), AECjm, area do
espaco capsular dos glomérulos justamedulares (um?); LTI, lesdes tibulo-intersticiais (escore); Deg Hid/ Vac,
degeneracdo hidropica e vacuolizacdo (%); Perda de borda em escova (%); Dil/ Achat, dilatagdo e achatamento
(%); Debridamento (%); Necrose (%). Dados sdo expressos como médiatEPM, com excecédo dos dados de IGE e
AECjm que sdo expressos como mediana e percentil 25 e 75. 'p<0,05, ~p<0,01 e ~p<0,001 versus CSO;

#p<0,05 e "p<0,01versus DSO.
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Legendas das figuras

Figura 1- Desenho do protocolo experimental.

Figura 2- Fotomicrografias representativas das alteracfes histoldgicas glomerulares em
tecido corado com PAS (A, B, C) e lesBes tubulo-intersticiais em tecido corado com HE (D,
E, F); de ratas controles sedentarias ovariectomizadas (A, D), diabéticas sedentérias
ovariectomizadas (B, E) e diabéticas treinadas ovariectomizadas (C, F). Notar em B dilatacdo
(seta), obliteracdo dos capilares glomerulares (seta pontilhada), aumento da matriz mesangial
(seta tracejada) e comprometimento da arquitetura glomerular. Notar em C que essas
alteracdes foram reduzidas. Notar em E degeneracéo hidrépica (ponta de seta), vacuolizacao
(asterisco), perda de borda em escova (losango) e debridamento (circulo). Notar em F que

essas alteragdes foram atenuadas. Aumento 400X (A, B, C) e aumento de 200X (D, E, F).

Figura 3- Concentracdo de TBARS plasmatico (A) e urinario (B) de ratas controles
sedentérias ovariectomizadas (CSO), diabéticas sedentérias ovariectomizadas (DSO) e
diabéticas treinadas ovariectomizadas (DTO). *p<0,05 versus CSO; “p<0,05 versus DSO.
Correlacdo de Pearson: Proteinuria versus IGE, r=0,7112 e p<0,01 (C) e Proteinlria versus

TBARS urinario, r=0,6408 e p<0,05 (D).
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CAPITULO 2
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RESULTADOS ADICIONAIS

Expressdo Renal de Macrofagos, Vimentina, Alfa-actina e Fibronectina

A andlise de imunorreagdes ndo mostrou diferenca significativa para nenhum dos parametros
(Tabela 4). No entanto, foi possivel observar um aumento no grupo DSO comparado ao grupo
controle para as marcacdes de ED1 glomerular, ED1 intersticial, Vimentina, Alfa- actina, e
Fibronectina. Do mesmo modo, ndo houve diferenca significativa quando comparado o grupo
DTO ao DSO. Possivelmente, os dados ndo foram significativos por se tratar de um modelo
de lesdo inicial que esta associado também ao tempo do diabetes, dose de estreptozotocina,
modelo animal, modalidade e intensidade do exercicio fisico, bem como a associacdo ou nédo

de terapias farmacologicas.

Tabela 4- Estudos imuno-histoquimicos em regido cortical de ratas experimentais CSO, DSO
e DTO.

ED1g 0,66 (0,58; 1.62) 1,97 (1,5; 2,84) 2,37 (0,62: 6,36)
ED1i 2,96+0,42 6,08+2,25 5,22+1,97
Vimentina 0,13 (0,80; 0,77) 0,39 (0,25; 0,80) 0,58 (0,5; 3,39)
Alfa - actina 1,03+0,16 0,90+0,12 0,99+0,03
Fibronectina 10,93+3,84 21,06+4,65 17,90+3,92

Dados sdo expressos como médiatEPM, ou em mediana de percentil 25 e 75. ED1lg, glomérulo
(macrofagos/campo); ED1i, intersticio (macréfagos/campo); Vimentina (escore); Alfa-actina (%); Fibronectina
(%).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, analisamos o efeito do exercicio fisico moderado e progressivo sobre as
alteracdes de funcdo e estrutura renal e do estresse oxidativo em ratas ovariectomizadas com
diabetes melittus induzida por STZ. Os nossos dados demonstram que o exercicio aerébico
moderado, sem associacdo com nenhuma outra terapia, induziu melhoras sobre pardmetros

funcionais, histologicos e do estresse oxidativo.
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