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ABREVIATURAS

- BK: Bradicinina
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- FEH,O: Fracéo de excrecao de agua
- FEK": Fracg&o de excrecdo de potassio
-FENa': Frac&o de excrec¢éo de sddio

- FSR: Fluxo sanguineo renal
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- GM: Gentamicina

- IECA: Inibidor de ECA

- IRA: Injaria renal aguda

-KKS: Kallikreins-kinins system

- LBK: Lisilbradicinina
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- RFG: Ritmo de filtracdo glomerular
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- SCC: Sistema calicreinas-cininas

- SED: Sedentario

- SHR: spontaneously hypertensive rats (ratos espontaneamente hipertensos)
SRA: Sistema renina-angiotensinas

-T: Treinados

- TEMP: Teste de esforco maximo progressivo

-TK: T-cinina

- VO,méax: Consumo maximo de oxigénio



RESUMO

Sabe-se que o treinamento fisico induz adaptacdes cardiovasculares; no entanto,
h& poucos estudos que relatam as possiveis adaptacdes renais, especialmente, em
casos de injuria renal aguda (IRA). Neste estudo, foi investigado o efeito do exercicio
aerdbio de intensidade moderada, sobre a prevencdo da IRA induzida por gentamicina
(GM). O procedimento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animal
(CEUA, Protocolo n® 59 / 2015). Antes do inicio do treinamento, 28 ratos Wistar (250-300
g) foram submetidos a um teste de esforco maximo progressivo (TEMP). Logo depois, 0s
animais foram divididos em dois grupos: nao treinados (NT) e treinados (T). O protocolo
de treinamento consistiu em corrida em esteira com intensidade moderada a 65% da
velocidade méxima alcangada no TEMP (60 min/dia, 5 dias/semana, durante 8 semanas)
(grupo T). Os ratos do grupo NT também tiveram acesso a esteira rolante (5 m/min, 5
min/dia, 5 dias/semana, durante 8 semanas). Apds o periodo de treino, os ratos foram
colocados em gaiolas metabdlicas individuais e divididos em quatro subgrupos. Os
grupos NT SAL e T SAL foram injetados, subcutaneamente, com NaCl 0,9% (SAL) e os
grupos NT GM e T GM foram injetados com GM (Gentatec ®, 80 mg/kg/dia, 2 vezes/dia,
0,1 ml/100 g), durante 5 dias. Amostras de urina e de sangue foram coletadas antes e
apos o tratamento, para analise de parametros de funcao renal. Ao final do experimento,
os ratos foram sacrificados e os rins e masculo séleo foram removidos para posteriores
analise morfolégica e dosagem da enzima citrato sintase, respectivamente. O
treinamento prévio evitou a reducdo do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) induzida pela
GM. A redugéo de 1.561,0 = 225,7 (NT SAL) para 512,0 £ 154,0 ml/24h (NT GM) foi
muito mais acentuada do que aquela observada nos grupos T (2.634,0 = 535,0, T SAL
para 1.451,0 £ 185,0 ml/24h, T GM, p<0,05). Isoladamente, a GM e o treinamento
aumentaram a expressao renal de RNA mensageiro que codifica a enzima conversora de
Ang | (ECA). No entanto, a pratica fisica impediu a elevacéo da expressao renal tanto de
ECA como do receptor B1 de cininas no grupo T GM. A expressdao de outros
componentes do SRA e SCC nao foi alterada (enzima ECA2 e receptores AT1, MAS e
B2). Os dados indicam que o treinamento fisico tem efeito preventivo quanto aos danos
renais induzidos por GM, possivel e principalmente devido a interacbes com o SCC,
especialmente reduzindo a expressdo e/ou densidade de receptores do tipo Bl de
cininas no tecido renal.

Palavras chaves: Treinamento aerébio, injuria renal aguda, gentamicina, sistema

calicreinas — cininas, sistema renina-angiotensinas
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ABSTRACT

It is well known that physical training induces cardiovascular adaptations; however,
there are few studies reporting possible kidney adaptations, specially in acute kidney
injury (AKI). In this study, we investigated the effect of moderate intensity aerobic
exercise on the prevention of AKI induced by gentamicin (GM). Experimental procedure
was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA, Protocol 59 / 2015).
Before start training procedure, 28 Wistar rats (250-300 g) underwent a maximal
progressive exercise test (MPET). Thereafter, rats were divided into two groups: not
trained (NT) and trained (T). The training protocol consisted of running in a treadmill at
65% of maximum speed reached in MPET (60 min/day, 5 days/week for 8 weeks) (T
group). NT group also had access to treadmill (5 m/min, 5 min/day, 5 days/week, for 8
weeks). At the end of training, rats were placed individually in metabolic cages and
divided into 4 subgroups. NT SAL and T SAL subgroups were injected subcutaneously
with 0.9% NaCl (SAL) and NT GM and T GM subgroups were injected with GM (Gentatec
®, 80 mg/kg/day, twice a day, 0.1 ml/100g) for 5 days. Urine and blood samples were
collected before and after GM treatment for further renal function analysis. At the end of
experiment, rats were sacrificed and kidneys and soleum muscle were collected for
further morphological analysis and citrate sinthase assay, respectively. Previous training
prevented glomerular filtration rate (GFR) reduction in response to GM. A reduction of
1,561.0 £ 225.0 (NT-SAL) to 512.0 = 154.0 ml/24h (NT-GM) was much more marked than
that observed in T groups (2,634.0 + 535.0, T SAL, to 1,451.0 = 185.0 ml/24h, T GM,
p<0.05). Both GM and training, per se, increased renal mMRNA expression coding for
angiotensin I-converting enzyme (ACE). However, previous training prevented the
augmentation of renal expression of both ACE and kinin B1 receptor in T GM group.
Expression of other RAS and KKS components was unaffected (ACE2 enzyme and AT1,
MAS and B2 receptors). The data indicate that physical training has a preventive effect
regarding to renal damages induced by GM, possibly and mainly due to interaction with
KKS specially reducing B1 kinin receptors expression and/or density in renal tissue.

Key words: Aerobic training, acute kidney injury, gentamicin, kallikreins — kinins

system, renin - angiotensins system
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1 INTRODUCAO

1.1 Funcéo renal e injuria aguda

O sistema renal ou urinario € constituido por dois rins localizados fora da cavidade
peritoneal sendo um de cada lado da coluna vertebral. Cada um dos rins € penetrado por
uma artéria renal, uma veia renal, nervos e um ureter por onde a urina é drenada para a
bexiga e, sequencialmente, para a uretra (Moore et al., 2007; Di Dio et al., 1999; Gardner
et al., 1988). Este conjunto de estruturas é responsavel, primariamente, pela remocao
dos residuos metabdlicos do organismo. No entanto, inUmeras outras funcdes renais
importantes podem ser mencionadas, como a regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico,
regulacdo da pressao sanguinea arterial, regulacdo da producdo das células vermelhas
do sangue (eritrocitos), gliconeogénese, regulacdo da producdo de vitamina D e

excrecao de varias substancias (Guyton & Hall, 2011; Aires, 1991).

Considerando a enorme relevancia do sistema urinario na manutencdo da
homeostasia corporal, é necessario ter em mente a importancia de se conhecer os
diversos distarbios que afetam o mesmo e que, consequentemente, ocasionam um
funcionamento ineficiente das estruturas que o compdem. InUmeras doencas de origem
imunologica, inflamatéria, infecciosa, neoplasica, degenerativa, congénita e hereditaria
podem comprometer os rins. As principais sdo: nefrite, infec¢do urinaria, célculo renal,
obstrucdo urinaria, tumores renais, nefropatias toxicas, injuria renal cronica e IRA
(Brenner et al., 2000).

A IRA é uma sindrome caracterizada pela incapacidade dos rins em exercer suas
funcdes basicas de excrecdo e manutencdo da homeostase hidroeletrolitica corporal e
esta fortemente associada com o aumento de morbidade e de mortalidade de pacientes
em periodos variaveis, além de desenvolvimento subsequente da doenca renal crénica
(DRC). Esta enfermidade é comumente diagnosticada pelo acimulo de produtos finais
do metabolismo de nitrogénio, como a ureia e a creatinina, acompanhado ou nédo da
diminuicdo da excrecao urinaria e da reducdo do ritmo de filtracdo glomerular (RFG)
(Bellomo et al., 2012; Brenner et al., 2000). E uma sindrome clinica ampla, abrangendo
vérias etiologias, incluindo doencas renais especificas como a glomerulonefrite intersticial

aguda e vasculite renal, condicbes ndo especificas como a leséo toxica e isquémica e
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também patologias extra-renais como a azotemia pré-renal e a nefropatia aguda
obstrutiva pés-renal (Hoste et al., 2006). Atualmente, o RFG é considerado o melhor
indice geral para analise da funcédo renal tanto em individuos saudaveis, como em
doentes (KDIGO, 2012). Este parametro € calculado a partir dos niveis sérico e urinario
do marcador enddgeno creatinina (Maryam et al., 2012). Varios estudos ja demonstraram
que o aumento da creatinina sérica esta associado, de forma independente, com a
mortalidade (Chertow et al., 2005; Lassnigg et al., 2004). No entanto, as razdes pelas
guais as alteracdes na creatinina sérica levam a aumentos na mortalidade hospitalar ndo
sdo totalmente esclarecidas. As possiveis explicagdes consideram as consequéncias
desfavoraveis da fungcdo renal diminuida como a sobrecarga de volume, retencdo de
compostos urémicos, desordens eletroliticas, acidose, anemia e risco aumentado de

infeccéo (Hoste et al., 2004).

A incidéncia de IRA na populacdo mundial varia de 2.147 a 4.085 casos por milhdo de
habitantes por ano em paises desenvolvidos (Ali et al., 2007; Hsu et al., 2007). Estudos
mais recentes mostram que a IRA ocorre em 3,2 a 9,6% das internacdes, com
mortalidade hospitalar total em torno de 20% dos pacientes e em até 50% dos pacientes
internados em unidade de terapia intensiva (UTI) (Fang et al., 2010; Lafrance et al.,
2010). Cerca de 5 a 6% dos pacientes internados em UTI, diagnosticados com IRA,
necessitam de terapia de transplante renal, e estes apresentam uma taxa de mortalidade
hospitalar extremamente elevada, da ordem de 60%. Calcula-se que, por ano,
aproximadamente 2 milhdes de pessoas morrem de IRA e aqueles que sobrevivem a
injuria ttm um maior risco para o desenvolvimento posterior de DRC (Coca et al., 2012;
Murugan et al., 2011; Uchino et al., 2005). A ocorréncia desta enfermidade em paises
desenvolvidos tem aumentado na ultima década acometendo, atualmente, 45% dos
pacientes internados em UTI e 20% dos pacientes hospitalizados (Bellomo et al., 2012;
Goldstein, 2012; Cruz et al, 2009). Este aumento da prevaléncia reflete um
envelhecimento da populacdo, agravado por multiplas comorbidades, que séo
frequéntemente tratadas com drogas multiplas (Chronopoulos et al., 2010; Waikar et al.,
2008). Portanto, nestas condi¢des, as infeccdes hospitalares, sepse, drogas que
induzem injuria renal, cirurgias e procedimentos diagndsticos complexos que requerem
contraste radiogréfico intravenoso sao fatores de risco importantes para o

desenvolvimento de IRA (Perazella, 2012; Zarjou et al., 2011). JA& nos paises em
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desenvolvimento, a realidade é diferente. As principais causas de IRA em areas urbanas
€ a isquemia renal, devido principalmente a sepse e as drogas nefrotdéxicas (Santos et
al., 2006). Nas éreas rurais, a IRA € uma doenca adquirida na comunidade, afetando
individuos jovens e previamente saudaveis. Especificamente, as causas de IRA incluem
as doencas infecciosas como dengue, tétano, malaria, febre amarela, leptospirose e
virus da imunodeficiéncia humana, venenos de animais peconhentos (abelhas, cobras,
aranhas), medicamentos naturais, aborto séptico e diarreia com desidratacdo. E
importante salientar que nos paises em desenvolvimento a pobreza esta associada com
a maioria destes fatores desencadeantes de IRA (Lombardi et al., 2008; Abdulkader et
al., 2008).

1.2 Injaria renal aguda medicamentosa

Em ordem decrescente, as principais causas de IRA aguda em UTI sao: sepse,
cirurgias cardiovasculares, baixo débito cardiaco, hipovolemia e medicacdo (Dennen et
al., 2010). Portanto, a medicagédo constitui a quinta maior causa de IRA em UTl e a
literatura tem relatado aumento desta injuria nefrotéxica sendo, os antibioticos,
responsaveis pela maioria dos casos. Entre eles, destacam-se o0s aminoglicosideos
(Nash et al., 2002; Burdmann et al., 1997). Desde seu descobrimento na década de 40
na Universidade Rutgers, EUA, este grupo de medicamentos constitui importante agente
terapéutico antibacteriano. Inicialmente, foi isolada a estreptomicina e, desde entao,
inimeras outras substancias com potencial antibacteriano foram descobertas (Tavares,
2001; Gilbert, 1995). Na pratica clinica, estes antibioticos tém sido utilizados tanto no
tratamento de infecgbes, por exemplo, em casos de mediastinite e endocardites
associadas a cirurgia cardiovascular, como na profilaxia (Senechal et al., 2004; Haessler
et al., 2003; Mercieri et al., 1999). Neste contexto, tais antibiéticos podem produzir dano
renal significativo. O nome aminoglicosideo é devido a sua constituicdo quimica. A
molécula é formada por dois ou mais aminoaglcares que se ligam a hexose ou
aminociclitol localizado comumente em sua por¢cdo central. S&o bastante solUveis em
agua, o peso molecular varia de 445 a 600 daltons, apresentam estabilidade em pH de 6
a 8 e possuem estrutura polar catibnica. Quanto a farmacocinética, todos os
aminoglicosideos apresentam caracteristicas similares. Pouca quantidade destes
antibidticos € absorvida pelo trato gastrintestinal e menos de 1% da dose é absorvida

apos administracdo por via oral ou retal devido a sua polaridade. Desta forma, a via
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parenteral € a principal via de administracdo. Nesta, apds 30 a 90 min da aplicacédo
intramuscular, a droga atinge concentracdo plasmatica maxima e, por via intravenosa, 30
min apdés sua injecdo. Em pacientes com funcionamento renal normal, a meia vida
sanguinea do aminoglicosideo é de 2 a 3 h e, ap0s este periodo, por meio da filtracdo
glomerular, serd excretado pelos rins. J& no cortex renal, a meia vida esta entre 30 e 700
h. Esta caracteristica permite concluir que apds a administracdo da ultima dose da droga,
ainda havera eliminacdo da mesma apos 20 a 30 dias (Badreldin et al., 2011; Tavares,
2001; Gilbert, 1995).

O efeito bactericida de todos os aminoglicosideos se da por um mesmo mecanismo
de acdo, devido a capacidade de ligacdo do antibidtico ao ribossomo bacteriano,
consequentemente, promovendo falhas no processo de leitura do RNA mensageiro e
reduzindo a sintese proteica. Estas alteracdes impedem o funcionamento adequado da
membrana celular resultando, posteriormente, na morte bacteriana. Entretanto, é
importante destacar que a toxicidade celular € também uma caracteristica comum dos
aminoglicosideos em fungdo de sua absor¢do para o meio intracelular. Dentre 0s seus
efeitos toxicos mais importantes relata-se nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio
neuromuscular. E raro o bloqueio neuromuscular e a ototoxicidade varia de 0 a 62%. Ja a
nefrotoxicidade varia de 0 a 50% salientando que, ao correlacionar as concentracdes
séricas obtidas com doses terapéuticas, observa-se que estas estao proximas das doses
toxicas (Badreldin et al., 2011; Oliveira et al., 2006; Tavares, 2001; Gilbert, 1995).

A GM é o aminoglicosideo mais estudado e utilizado. No entanto, devido aos efeitos
adversos da mesma, calcula-se que até 30% dos pacientes tratados com GM, por mais
de 7 dias, mostram algum sinal de injuria renal (Balakumar et al., 2010; Oliveira et al.,
2006; Ali, 2003). Alteracdes morfolégicas, muito semelhantes em seres humanos e em
animais experimentais, sado induzidas pelo acumulo de GM no cortex renal (Gerlach et
al., 2011; Oliveira et al., 2009; Luft et al., 1977). A nefrotoxidade deste aminoglicosideo é
caracterizada por dano em nivel tubular, mais especificamente, nas células epiteliais
tubulares, o que resulta em apoptose e em necrose destas células tanto in vivo, como in
vitro (Li et al., 2009; Pessoa et al., 2009; Edwards et al., 2007). Baixas concentracdes de
GM causam apoptose, enquanto que altas concentracdes podem causar necrose (Saito
et al., 2006; Edinger & Thompson, 2004). Outros fatores também modulam o processo de

morte celular como, por exemplo, a reducdo do FSR que resulta na diminuicdo da
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disponibilidade de oxigénio para algumas areas dos rins. Neste caso, a morte celular
adquire as caracteristicas de necrose (Quiros et al., 2011; Chiarugi, 2005).

O acumulo de GM nas células epiteliais do tubulo proximal renal é especifico devido a
existéncia de uma membrana endocitica que envolve as proteinas megalina e cubilina
(Lee et al., 2009; Nagai et al., 2002; 2006). Estas proteinas estdo relacionadas com a
entrada de GM no meio intracelular (Schmitz et al.,, 2002). Isto resulta,
consequentemente, na alteracdo funcional de indmeras organelas que sao
preponderantes para a manutencéo da atividade celular normal. Ha também a ativacéo
de receptores extracelulares sensiveis ao Ca®* que estdo associados com a morte das
células tubulares. Grande quantidade de GM, ja no meio intracelular, acumula-se nos
lisossomos. Nestes, o antibidtico produz desestabilizacdo da membrana, agregacao
lisossomal, liberacdo de catepsinas, alteracdo do metabolismo lipidico e fosfolipidose (De
Broe et al., 1984). Todos estes fatores estdo associados a morte celular. Encontra - se
GM também no complexo de Golgi e no reticulo endoplasmatico alterando a
movimentacao vesicular, produzindo stress oxidativo e diminuindo a reserva de ATP
(Morales et al., 2010). Além disso, a nefrotoxicidade desta substancia envolve resposta
inflamatoria mediada pelo desequilibrio na producédo de espécies ativas de oxigénio
(ROS), o que contribui ainda mais para a progressédo do dano renal (Quiros et al., 2011;
Kalayarasan et al., 2009; Servais et al., 2006; 2008; Bledsoe et al., 2006; Kadkhodaee et
al., 2005; Sandoval & Molitoris, 2004).

Trabalhos realizados em células tubulares, mantidas em cultura, tém demonstrado
gue a GM, independentemente da desestabilizacdo intrinsica das principais organelas
celulares, inibe uma variedade de transportadores de membrana, incluindo os co-
transportadores Na'/K*, Na'/H*; e a bomba Na*, K - ATPase (Levi et al., 1990; Sorribas
et al., 2001; Sassen et al., 2006). Além disso, residuos teciduais decorrentes da necrose
ou apoptose, causados pela IRA medicamentosa, podem obstruir parcial ou totalmente o
[imen tubular o que explica, em parte, a filtracdo glomerular reduzida pela GM
(Neugorten et al., 1983; Vallen et al.,, 2003). Neste processo, observa-se aumento da
pressao hidrostatica no interior do tabulo renal e da cdpsula de Bowman, o que resulta
na diminuicdo do gradiente da pressao de filtracdo e, consequentemente, do RFG. O
dano tubular promove uma reabsorcdo disfuncional que favorece um fornecimento

excessivo de agua e eletrdlitos para a parte distal do nefrén disparando, posteriormete, o
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mecanismo de retroalimentagéo tubuloglomerular. Este mecanismo é ativado para evitar
a perda macica de agua e eletrélitos (Blantz et al., 2007; komlosi et al., 2009). Outro
mecanismo que esta envolvido com alteracbes no RFG € a proliferacdo e contracéo
mesangial, ambas estimuladas pelo aminoglicosideo (Martinez- Salgado et al., 2005;
Martinez- Salgado et al., 2007; Stojiljkovic et al., 2008).

2.3 Treinamento fisico como estratégia terapéutica na prevencdo da IRA

medicamentosa

Sabe-se que o exercicio fisico aerdbio é toda atividade fisica planejada, estruturada e
repetitva com o intuito de promover a melhoria e manutencdo de um ou mais
componente da aptidao fisica (Mendes, 2009; Physical Activity Guidelines Advisory
Committee, 2008; ACSM, 2003; Carpersen et al., 1985). Esta pratica constitui um fator
indiscutivel de um estilo de vida saudavel (Loosemore, 2011). Ja o sedentarismo tem
sido descrito como a maior ameaca a saude publica nos ultimos anos, apresentando
relacdo direta com a fisiopatologia da inflamacdo e com o aceleramento do
desenvolvimento de doencas cronicas (Blair, 2009; Mathur & Pederson, 2008). Portanto,
o papel do exercicio na promogao, bem como na prevencao de doencas crbnicas é cada
vez mais aceito (Loosemore, 2011). Desta forma, o aconselhamento para a realizagao de
atividade fisica tornou-se um elemento integrante do plano de tratamento de varias

condicBes, especialmente, doencas cardiacas, pulmonares, diabetes e hipertensao.

N&o existe duvida de que o exercicio aerdbio crénico induz adaptacdes funcionais e
estruturais no sistema cardiovascular, respiratorio, muasculo-esquelético e metabdlico.
Estas adaptacfes especificas aumentam a eficiéncia e a capacidade do organismo
contribuindo positivamente para a prevencao de doencas cardiacas, hipertenséo, cancer
de colon, diabetes mellitus e atua como instrumento ndo farmacoldgico no tratamento de
condicdes fisiopatoldgicas (Gleeson, 2011; Mathur & Pederson, 2008; Costa Rosa,
2004). A literatura relata que os beneficios do exercicio aerdbio crdénico sobre o coracdo
fizeram aumentar a expectativa de vida, bem como reduziu a ocorréncia de eventos
cardiovasculares (Gleeson et al., 2011; ACSM, 2003). H& relatos de melhora na
capacidade cardiovascular associada com uma menor freqiiéncia cardiaca de repouso e
aumento no volume e massa ventricular, além de permitir uma redistribuicdo mais

eficiente do débito cardiaco em dire¢cdo aos musculos de trabalho (Schuler, 2013; Morris
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Froelicher, 1993). Chen, em 2007, mostrou em seus estudos que ratos treinados por 4
semanas a uma intensidade moderada, quando submetidos a infusdo de
lipopolissacarideo, por 20 min, apresentavam uma producao menor de TNF-a e IL-1f3
pelas células sanguineas (mondcitos/neutrofilos) em relacdo ao grupo sedentario.
Também constataram efeitos benéficos sobre o sistema cardiaco com consequente
diminuicdo de radicais livres e mediadores inflamatorios. Adaptac6es em nivel renal
também podem ser verificadas em decorréncia da atividade fisica regular. Di Carlo &
Bishop (1990) e Armstrong & Laughlin (1984) observaram que durante uma sessao de
exercicio agudo havia uma menor reducéo no fluxo de sangue para os 6rgaos esplanicos
e os rins de coelhos e ratos treinados, comparada com os nao-treinados. Essa menor
reducédo do fluxo sanguineo renal e esplanico nos animais treinados pode ser atribuida a
uma menor atividade simpatica em uma mesma intensidade absoluta de exercicio. De
Moraes et al. (2004) verificaram que o treinamento aerdbio de intensidade moderada
alterou a reatividade vascular em rins de coelhos, potencializando a vasodilatagéo renal

dependente e independente do endotélio.

Com o intuito de contribuir com o esclarecimento das modificacdes causadas pelo
treinamento fisico no sistema renal, 0 nosso grupo de pesquisa (Laboratoério de Fisiologia
Renal “Fernando Alzamora”, Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB/UFMG) iniciou,
em 2008, inumeras investigacbes que culminaram em achados interessantes.
Experimentos realizados por Ribeiro (2009) estabeleceram e aprimoraram métodos que
foram essenciais na instalacdo desta linha de pesquisa em nosso laboratorio. Desta
forma, o trabalho inicial teve como perspectiva investigar as possiveis adaptacoes
causadas pelo exercicio fisico cronico de intensidade moderada na fungéo renal de ratos
normais em duas situacdes distintas: em repouso e sob efeito de exercicio agudo.
Resultados desta invesgitacdo mostraram que o treinamento aerdbio crénico aumentou a
filtracdo glomerular de animais treinados em repouso, como ja descrito, e sugeriu que
esta alteracdo pode, em parte, ser atribuida a vasopressina. Foi verificado, no mesmo
estudo, que também ocorre maior reabsorcdo de Na* no grupo submetido ao exercicio
cronico e que este aumento, provavelmente, ndo € devido a aldosterona, ao passo que a
reabsorcdo aumentada de agua estd associada a vasopressina. No entanto, houve

reabsorcdo mais acentuada de K', mas esta alteracdo pareceu ndo ocorrer via inibigdo
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da aldosterona. E importante salientar que a magnitude destas mudancas depende da

intensidade, tipo e duracao da atividade fisica realizada.

Infelizmente, apesar de o exercicio regular ser considerado importante na
manutencao da saude e prevencao de doencas crbnicas, tornando-se um método cada
vez mais aceito como intervencao valiosa em muitas condi¢cdes a longo prazo, o papel do
exercicio fisico na doenca renal tem sido pouco abordado. Como consequéncia, 0
aconselhamento de programas de reabilitacdo utilizando o exercicio como estratégia
terapéutica para pacientes renais, fica bem atras da cardiologia e dos servicos
pulmonares. Pesquisas indicam que esta atividade pode ter um impacto positivo sobre
muitos dos problemas de saude associados com o declinio da fung&o renal e transplante
dos rins (Heiwe & Jacobson, 2011). A investigagdo sobre o exercicio para pacientes com
DRC esta em andamento ha varias décadas, mas muitos estudos envolvem amostras de
pequenas dimensdes e resultados de curto prazo (Smith, 2012; Heiwe & Jacobson,
2011). No entanto, estas investigacdes demonstram uma série de beneficios claros,
especialmente relacionados ao exercicio aerébio. Da mesma forma, estudos que
investigam a pratica do exercicio em pacientes em uso de hemodialise também
mostraram beneficios significativos e sem implicacdes de seguranca aparentes (Smart &
Steele, 2011; Kutner et al., 2006;). Apesar de poucos, os trabalhos atuais tém concluido
gue o exercicio aerdbio de intensidade moderada/leve melhora a qualidade de vida e a
baixa capacidade funcional de pacientes com doencas renais (Smith & Borton, 2012;
Cheema & Singh, 2005; Molsted et al., 2004). Mesmo assim, as adaptacoes
cardiovasculares seguidas de adaptacdes bioquimicas e metabdlicas induzidas pelo
treinamento aerdbio sdo muito mais citadas nos livros de Fisiologia do Exercicio (Powers
et al., 2000; Mcardle et al., 1998) do que adaptacGes de outros sistemas como, por
exemplo, aquelas que podem ocorrer no sistema renal. E importante destacar também,
gue sao pouquissimos os trabalhos demonstrando algum efeito preventivo do exercicio
nos casos de IRA medicamentosa. A grande maioria dos artigos encontrados relaciona
esta pratica fisica a injaria renal crénica e também a rabdomiolise (Mustata, 2010; Heyne
et al., 2009; Leehey et al., 2009; Mrsi¢ et al., 2008).

Ha muitas perguntas a serem respondidas sobre os efeitos do exercicio aerdbio sobre
os rins. O conhecimento dessa interacdo servira para identificar os beneficios do

exercicio fisico sobre a funcdo renal para prescricdo de exercicios para individuos
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normais ou propensos a doencas renais. As adaptagcdes vasculares cronicas causadas
pelo exercicio podem contribuir na preservacdo da funcédo renal durante o exercicio e
podem promover efeitos renoprotetores em doencas onde a funcdo endotelial é

comprometida.

1.4 Sistemas angiotensinérgico e cininérgico na fun céo renal

Atualmente, ha um consenso de que os produtos ativos formados pela ativacéao
dos sistemas renina-angiotensinas (SRA) e calicreinas-cininas (SCC) podem regular
direta ou indiretamente diversos aspectos da fungao renal.

A ativacdo do SRA culmina com a liberacdo de angiotensina Il (Ang Il), a qual
exerce a maioria de seus efeitos pela interacdo com receptores do tipo AT1. A principal
funcdo do SRA é regular o contetdo do fluido corporal e a pressdo sanguinea (Wolf et
al., 1996). Entretanto, € importante ressaltar que o0 SRA € complexo por ser composto
por diversos outros peptideos dotados de atividade biolégica, entre os quais incluem a
Ang (1-7), Ang (1-9), Ang (2- 8), também chamada Ang Ill, e Ang (3-8). Todos estes
peptideos tém como alvo o sistema renal. Além disso, 0 préprio rim apresenta,
intrinsecamente, um SRA capaz de produzir peptideos bioativos que sdo eficientes na
ativacao dos seus receptores especificos de uma forma autdcrina ou paracrina (Chappell
et al., 2014; Ellis et al., 2014; Chappell, 2012; Navar et al., 2011). O SRA, considerando o
organismo como um todo ou apenas o rim, € constituido pelo eixo vasoconstritor
ECA/ANg ll/receptor AT1 e pelo eixo vasodilatador ECA2/Ang (1-7)/receptor MAS (Navar
et al., 2011; Shaltout et al., 2007). Estas duas vias apresentam efeitos antagbnicos. Por
exemplo, apos ativagdo do receptor AT1 pela Ang Il, pode haver uma melhoria dos
mecanismos de transporte para tornar mais eficaz a reabsorcdo do ion Na*. O contrario
acontece quando a via Ang (1-7)/receptor MAS é ativada; nesta condicdo, percebe-se
uma acentuacdo dos efeitos natriuréticos e diuréticos com maior liberagdo de oOxido
nitrico e atenuacao do estresse oxidativo (Chappell et al., 2014; Chappell, 2012; Navar et
al., 2011).

A Ang Il se caracteriza por regular o conteudo de fluido corporal e pressao arterial
através de alteracdes na homostasia de ions e agua, além de promover mudang¢as na
filtracdo glomerular (Navar et al., 2011; McDonough et al., 2010). Este octapeptideo
também estimula a secrecdo de vasopressina pela glandula pituitaria e de aldosterona

pelo cértex da glandula adrenal (Rossier et al., 2002). No entanto, € importante ressaltar
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gque a Ang ll, formada pela ativacdo do SRA, pode produzir efeitos nem sempre
benéficos como, por exemplo, induzir fibrose tecidual e atuar como agente pro-
inflamatério (Ma et al., 2012). A inibicdo de componentes deste sistema tornou-se um
importante alvo da industria farmacéutica porque além de controlar a hipertenséo,
também exibe inimeros efeitos protetores sobre a funcao renal e cardiovascular (Feng et
al., 2015; Fraga-Silva et al., 2013; Fraga-Silva et al., 2011; Santos et al., 2003).

A ativacdo do SCC culmina com a liberacdo das cininas por cininogenases, como as
calicreinas plasmatica e tecidual, que hidrolisam os substratos cininogénios presentes
em altas concentracdes no plasma, mas também presentes em tecidos como o rim. As
cininas mais conhecidas sdo a bradicinina (BK) e lisilbradicinina (LBK) liberadas,
predominantemente, no plasma e tecidos (rim), respectivamente. Como a LBK, a T-
cinina, € uma cinina alongada na porcao N-terminal mas que foi descrita posteriormente
e parece estar associada a processos patoloégicos como em tumor de ovarios em
humanos (Wunderer et al., 1986). Esses peptideos sédo rapidamente hidrolisados por um
grupo de peptidases denominadas cininases (Rhaleb et al., 2011). Atualmente, sabe-se
gue existem dois subtipos principais de receptores para cinina, chamdos receptores Bl e
B2 (Regoli & Barabé, 1989; Regoli & Barabé, 1983). Os receptores Bl estdo presentes
em baixa densidade (ou n&o) no tecido normal, mas sdo superexpressos durante
quadros de lesdo e inflamacdo. Seus principais agonistas sdo a des-Arg>-BK e des-
Arg'%-LBK. Ja os receptores B2 medeiam a maior parte dos efeitos da BK sendo os
principais receptores de cininas. As cininas, a exemplo da Ang Il, também podem ser
hidrolizadas pela ECA que remove o dipeptideo Phe-Arg de suas por¢des C terminais.
Além da ECA, a cininase |, uma carboxipeptidase N, € uma enzima importante na
hidrolise das cininas por remover apenas o aminoacido Arg da porcéo carboxi-terminal. A
Figura 1 mostra a sequéncia de aminoacidos da BK e LBK com os sitios para as

principais enzimas que as hidrolisam pela extremidade C-terminal.

BK NH2 Arg — Pro —Pro —Gly — Phe — Ser — Pro —Phe —Arg CcOOH

tt

ECA Cininasel

LBK NH2 Lys-Arg—Pro—Pro —Gly — Phe — Ser — Pro — Phe —Arg COOH

Figura 1. Sequéncia de aminoacidos da BK e LBK mostrando os sitios de hidrélise das

enzimas ECA e cininase |.
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A ligagdo das cininas ao receptor B2, constitutivamente expressos, resulta em
efeitos como aumento de Ca®" intracelular, liberacdo de prostaglandinas, producdo de
oxido nitrico, de AMP e GMP ciclicos (Regoli et al., 1990). J& os receptores B1 parecem
estar predominantemente expressos em situacfes como trauma, anoxia e estimulos

nocivos (Guimarées et al., 1986).

Nos ultimos anos, a investigagdo dos mecanismos pelos quais o exercicio fisico
exerce seus efeitos benéficos tem sido do interesse de um numero cada vez maior de
pesquisadores. Neste contexto, o envolvimento de sistemas peptidicos tem merecido

atencao especial desses investigadores.

Com relacédo ao SRA, desde meados de 1991, sabe-se que a secrecdo de renina
€ estimulada durante a pratica fisica e que a reducdo do RFG e o aumento da
reabsorcdo tubular de Na* podem estimular, via macula densa, a secrecdo de renina.
(Castenfors, 1967, Castenfors & Piscator 1967). Outros estudos tém demostrado que até
mesmo 0 genotipo da ECA é afetado por esta pratica (Dietze & Henriksen, 2008).
Adicionalmente, foi mostrado em outro estudo que o nivel plasmatico de ECA, em
equinos, estava significativamente menor, apés 15 semanas de treinamento fisico.
Embora o mecanismo envolvido neste processo ainda nao esteja esclarecido, acredita-se
gue a adaptacao cardiovascular ao exercicio e as alteracdes da pressado arterial podem

ser responsaveis por esta regulacao (Costa et al., 2011).

Relatos da literatura cientifica também revelam que inibidores da ECA (IECA)
podem melhorar o condicionamento fisico e as acdes benéficas em resposta ao
treinamento. Sabe-se que individuos mais jovens portadores do gendtipo Il do gene da
ECA tém valores soroldgicos mais baixos desta enzima. Observa-se neste grupo néo so
um melhor desempenho, como também maior resisténcia durante o treinamento (Woods
et al.,, 2000). Sumukadas et al. (2007) observaram que IECA (perindopril, 2 mg/dia
durante 20 semanas) produziu uma melhora significativa na distancia de caminhada em
idosos com idade média de 79 anos e que ndo apresentavam insuficiéncia cardiaca. Da
mesma forma, mais recentemente, Buford et al. (2012) verificaram que idosos que
utilizaram IECA por indicagao clinica tiveram uma resposta funcional ao exercicio melhor
gue aqueles que nado faziam uso desta substancia. No entanto, ndo ha estudos

randomizados para examinar o efeito do uso de IECA sobre a funcéo fisica em seres
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humanos durante o treinamento. Analises observacionais tém demonstrado que a
utilizacdo dos IECA esta associada a um declinio mais lento da massa muscular, forca

muscular e velocidade de andar, em idosos (Order et al., 2002; Di Bari et al., 2004).

Ja com relacdo ao SCC, muito pouco tem sido investigado sobre sua possivel
participacdo nos efeitos do exercicio fisico. Em um dos trabalhos encontrados na
literatura, foi observado que o SCC renal € ativado durante a 12 semana de exercicio
fisico, em decorréncia da estimulacdo da sintese renal de dopamina (Miura et al., 1994).
Este seria um dos mecanismos anti-hipertensivos do exercicio fisico (Sakai et al., 1998).
Em um outro estudo, Moraes et al. (2007) investigaram o envolvimento da BK e da des-
Arg®-BK na hipotensdo promovida pelo exercicio usando protocolos de treino em
bicicleta ergométrica (35 min) ou circuito de musculacdo, em voluntarios normotensos e
hipertensos. Uma reducao significativa na pressao arterial média foi observada nos dois
grupos avaliados, submetidos aos diferentes programas de exercicio. Foi constatado
também que, antes da pratica fisica, a concentracdo de BK plasmética e a atividade da
calicreina foram maiores nos hipertensos em comparagdo aos normotensos. A
concentracdo plasmatica das cininas BK e des-Arg>-BK foi aumentada, nos 2 grupos
avaliados no final do periodo de treinamento, aumento este, que permaneceu até 60 min
pos-exercicio. Estas observacdes ratificam que o SCC esta envolvido na hipotensdo pos-

exercicio em individuos normotensos e hipertensos submetidos a pratica fisica.

Considerando a importancia do SRA e do SCC na regulagcdo da homeostasia do
organismo, no presente estudo, foi investigado um possivel envolvimento dos mesmos

nos efeitos do treinamento aerdbio prévio a inducao de IRA induzida por GM.
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Aumento global da incidéncia de injuria renal;
Necessidade de entender melhor a relacéo exercicio fisico e sistema renal;

Raros sé@o os estudos que analisam o potencial preventivo do exercicio fisico

aerdbio no desenvolvimento da injdria renal aguda.

3 OBJETIVO

Investigar um possivel efeito preventivo do treinamento fisico aerébio de intensidade

moderada, no desenvolvimento da IRA medicamentosa induzida pela GM.

3.1 Objetivos especificos

Analisar se o treinamento aerobio, previamente a indugcdo de IRA, afeta a
hemodinamica renal pos-IRA,;

Investigar se o0 exercicio aerobio previne os danos renais tubulares observados
na IRA induzida pela GM,;

Avaliar se 0 exercicio aerdbio previne os danos morfolégicos renais
observados na IRA induzida pela GM,;

Investigar o efeito do treinamento aerdbio sobre a expressao renal de
componentes do SRA (enzimas ECA e ECAZ2, receptores AT1 e Mas), em
ratos com IRA induzida por GM ap6s o término do treinamento;

Investigar o efeito do treinamento aerObio sobre a expressao renal de
componentes do SCC (enzimas ECA e receptores B1 e B2 de cininas), em
ratos com IRA induzida por GM apds o término do treinamento;

Investigar o efeito do treinamento aerdbio sobre a expressao renal de citocinas
anti- (IL-10) e pro-inflamatérias (TNFa e IL-6), em ratos com IRA induzida por
GM apds o término do treinamento.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utlizados ratos Wistar, machos,
procedentes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, com peso variando entre 250 e 300 g. Desde o
nascimento, os animais foram mantidos sob um ciclo de claridade - escuriddo sendo, 14
h de claridade e 10 h de escuridao, recebendo agua e alimentacéo ad libitum. Todos os
procedimentos foram conduzidos de acordo com o Comité de Etica em Uso de Animal
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo n°. 59 / 2015).

4. 2 Aclimatagéo em esteira de corrida

Inicialmente, na 12 semana de experimento, 0s animais foram submetidos a
adaptacdo em esteira rolante (Fig. 2). O intuito deste procedimento foi familiarizar os
animais ao ambiente de treino, sala de corrida, esteira e ainda permitir que oS mesmos
“aprendessem” a correr no equipamento utilizado (Gaustec, Belo Horizonte\MG). Nesta
etapa, a velocidade de corrida utilizada foi de 5 m/min, com duragéo de 5 min\dia, por 5

dias.

Figura 2. Fotografia da esteira rolante utilizada no treinamento (corrida) dos ratos.
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4.3 Treinamento aerdbio de intensidade moderada

Todos os ratos foram submetidos ao TEMP antes do inicio do processo de
treinamento fisico. O objetivo do TEMP foi caracterizar a capacidade fisica de cada rato
medindo-se parametros de desempenho no teste de esforco. Os grupos utilizados foram
grupos controle, que consistiram de ratos nao treinados (NT), e grupos experimentais,
gue consistiram de ratos treinados (T) a uma intensidade moderada, correspondente a
65% da velocidade maxima de corrida (Vmax) atingida no TEMP.

Os ratos dos grupos T foram treinados em uma esteira motorizada de cinco pistas. O
treinamento fisico foi realizado em uma sala de experimentacdo animal do proprio
Laboratério de Fisiologia Renal “Prof. Fernando Alzamora” (ICB/UFMG) e, nesse local,

houve monitoramento da temperatura ambiente durante todo o periodo de treinamento.

Os ratos foram submetidos a um protocolo de treinamento de 8 semanas, ja descrito
na literatura (Priviero et al., 2004). Nesse estudo, a velocidade de corrida corresponde a
1,2 km/h (20 m/min), correspondente a 66,6% do VO,max. A duracdo das sessodes foi de
60 min/dia e freqiéncia de 5 dias/semana. As sessdes de treinamento foram sempre
realizadas no periodo vespertino. Os ratos do grupo NT (sedentarios) também tiveram
acesso a esteira para garantir a mesma manipulacdo entre os grupos. Durante as 8
semanas de treinamento, os ratos NT foram colocados na esteira por 5 min a 5 m/min,
mantendo a mesma frequéncia semanal de treinamento dos ratos treinados, 5

dias/semana.

O Quadro 1 mostra como foi a progressao das sessdes de exercicio, em termos de
intensidade e duracgéo, até atingir a intensidade desejada de 65% da capacidade maxima
de cada rato, respeitando-se o principio da individualidade do treinamento.
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Quadro 1. Progressdo do treinamento fisico de intensidade moderada. Na primeira
semana houve um aumento gradual da velocidade e duracdo das sessdes de exercicio
até atingir a velocidade de corrida desejada (65% Vmax atingida no TEMP). Frequéncia:
5 dias/semana. Adaptado de Priviero et al. (2004).

Progresséo do treinamento

1° Teste de Esforco Medicdo da Vmax de cada rato;

Medicdo de outros parametros de desempenho do TEMP: TTE e DTP
12 SEMANA Intensidade: 28% Vmax

Duracgdo: 30 — 40 min diarios
22 SEMANA Intensidade: 44% Vmax

Duracdo: 45 min
32 SEMANA Intensidade: 65% Vmax

Duracdo: 50 min
42 SEMANA 60 min a 65% Vmax
2° Teste de Esforgo Medicdo da Vmax de cada rato novamente;

Medicdo de outros pardmetros de desempenho do TEMP: TTE e DTP
5% a 82 SEMANA 60 min a 65% da Vmax corrigida pelo 2° TEMP (realizado apés a 4° semana).
3° Teste de Esforgo Medicdo da Vméax de cada rato novamente;

Medicdo de outros parametros de desempenho do TEMP: TTE e DTP

4.4 Coleta de sangue via veia da cauda

A coleta de sangue dos animais foi feita via uma veia da cauda e foi realizada no
tltimo dia de aclimatacdo nas gaiolas metabdlicas, ou seja, antes do periodo de inducéo
da IRA. O método empregado foi descrito no protocolo aprovado pelo CEUA /UFMG e
ocorreu da forma menos estressante e dolorosa possivel, a fim de ndo afetar o resultado
do estudo. As amostras de sangue (~1 ml) foram coletadas utilizando-se cateter
intravenoso estéril (18 G, 1,3mm X 32mm). Além dos cateteres foi necessario a utilizacdo
de luvas, algoddo, tubos tipo eppendorff, camara para aquecimento do animal e

contensor para rato.

Inicialmente, recomenda-se higienizar a superficie onde sera inserido o cateter, 30
min antes do procedimento. Logo apos, o animal é mantido confortavelmente em camara
aquecida, com regulacdo térmica em torno de 27 a 32 °C, por 5 min. Se a veia nao é
visivel, a cauda é mergulhada em agua morna (40 °C). Em seguida, apenas o bisel de
um cateter 18G/23G é inserido no vaso sanguineo, formando um angulo de 90° com a

superficie da pele. Lentamente, a agulha do cateter deve ser pressionada até que a



30

mesma forme um angulo de 45° com a cauda do animal. Ao penetrar no vaso € possivel
sentir o cateter movimentando livremente no seu interior. O sangue entdo é recolhido
através de um tubo capilar. A cauda nao deve ser friccionada a partir da base para a
ponta, uma vez que este procedimento pode resultar em leucocitose (Parasuraman,
2010).

Terminada a coleta de sangue, a area lesionada deve ser pressionada com algodao
embebido em solugdo salina com o intuito de cessar o sangramento. Cateteres nao

devem ser reutilizados para evitar infeccéo cruzada.
4.5 Aclimatacao as gaiolas metabdlicas

No final do periodo de utilizacdo da esteira motorizada, 82 semana do protocolo de
treinamento estabelecido, todos os animais foram transferidos de caixas coletivas para
gaiolas metabdlicas individuais (Fig. 3). Esta etapa foi primordial para adaptacdo dos
animais ao ambiente isolado onde, posteriormente, foram submetidos ao processo de
inducdo da IRA medicamentosa. O periodo de aclimatacéo as gaiolas metabdlicas foi de
3 dias sem interrupcdo do protocolo de treinamento. A utilizacdo dessas gaiolas é
importante devido a possibilidade de monitorar a ingestdo de agua e racao, volume
urinério e producéo de fezes. Os ratos permaneceram nestas gaiolas desde a adaptacao
até o dia da eutandsia (8 dias no total).

Gaiola Metabodlica

1- tampa com respiro

2- espaco p/ animal

3- suporte individual

4- bebedouro

5- sobra de agua

6- comedouro

7- piso grade

8- coletor de urina

9- coletor de fezes

10- acesso aos coletores

Figura 3. Fotografia de gaiolas metabdlicas individuais (esquerda). A direita, figura
esquematica de uma gaiola mostrando os seus componentes.
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4.6 Inducéo de IRA por gentamicina

Apés o periodo de treinamento, os ratos foram divididos em 4 grupos: ndo treinados
salina (NT-SAL), nao treinados GM (NT-GM), treinados salina (T-SAL) e treinados GM
(T-GM). A Figura 4 e o Quadro 2 sumarizam 0s grupos e procedimentos utilizados. Para
a inducéo da IRA, os ratos ja aclimatados as gaiolas metabdlicas (3 dias) foram tratados
com GM (grupos NT-GM e T-GM) ou NaCl 0,9% (grupos NT-SAL e T-SAL), por 5 dias.
Os ratos dos grupos NT-SAL e T-SAL receberam, por via subcutanea, NaCl 0,9% (0,1
ml/100g de peso corporal, 2 vezes/dia), por 5 dias. Ja os ratos dos grupos NT-GM e T-
GM receberam, também por via subcutanea, GM (Gentatec, 80 mg/kg/dia, 0,1 ml/100 g
da solucao 40 mg/ml, 2 vezes/dia, as 8:00 e 16:00 h), por 5 dias.

60 min/dia
65 % Vmax
Treinados - salina Treinados — Ndo treinados — Nao treinados - salina
(T/SAL) gentamicina (T/GM) gentamicina (NT/GM) (NT/SAL)

Figura 4. Sumario dos grupos e procedimentos experimentais usados no treinamento.

Quadro 2. Sumario do esquema de treinamento e de inducdo da IRA nos 4

grupos experimentais utilizados.

EFEITO PREVENTIVO DO TREINAMENTO NA IRA INDUZIDA PO R GENTAMICINA

Grupos Antes da inducéo da IRA Inducéo da IRA
NT-SAL (n=7) Falso treinamento (8 semanas) |NaCl 0,9%, s.c., bid, 5 dias
NT-GM (n=7) Falso treinamento (8 semanas) | Gentamicina, s.c., bid, 5 dias
T-SAL (n=7) Treinamento (8 semanas) NaCl 0,9%, s.c, bid, 5 dias
T-GM (n=7) Treinamento (8 semanas) Gentamicina, s.c., bid, 5 dias

s.c.,via subcutanea; bid, 2 vezes/dia.
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Finalmente, a Figura 5 resume, sequencialmente, todos os procedimentos utilizados,

desde a aclimatacao a esteira até o sacrificio dos animais.

Aclimatacao Treinamento aerobio Indugio da IRA
A e p A

N —~

| I | I Semanas

1° 2° 4° 6° ' n

Coleta de sangue e urina

D e———

Inicio Salinaou GMm Sacrificio

Figura 5. Esquema cronologico de todos os procedimentos executados.

4.7 Parametros gerais avaliados

A pressao arterial e a freqiéncia cardiaca foram aferidas, por pletismografia, antes
do periodo de treino e ao final da 42 e 82 semanas de treinamento. O volume de urina, a
ingestao de agua e o peso dos animais foram medidos diariamente durante o periodo de
aclimatacdo as gaiolas metabdlicas e inducdo da IRA. Para andlises posteriores, uma
aliquota de urina (~ 1 ml) foi coletada em tubos de mocrocentrifuga (tipo eppendorf) e
armazenada a -20 °C. Uma aliquota de sangue (~1 ml) também foi coletada de uma das
veias da cauda antes e apés o periodo de inducdo da IRA. O plasma foi separado por
centrifugacdo a 1500 rpm, por 10 min e armazenado a -20 °C até o momento das
dosagens para avaliacdo de pardmetros de funcdo renal (creatinina, osmolalidade, Na*,
K", etc). Ao término do experimento, final dos 5 dias de indugdo da IRA, os animais foram
sacrificados e os rins isolados para analise morfolégica. Uma porcdo do musculo séleo

também foi coletada para determinacdo da atividade da enzima CS.

A afericdo das pressfes arteriais sistolica, diastolica e média e freqiiéncia cardiaca
foi feita 3 vezes durante o periodo experimental e ocorria sempre no periodo vespertino
sendo que os animais, no dia da afeicdo, ndo eram submetidos a esteira. As medidas,
nos 4 grupos experimentais, foi feita em um um sistema néo invasivo, a pletismografia de

cauda (Kent Scientific, CODA- Torrington, CT, EUA) (Fig. 6). Os animais permaneciam
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acordados, em repouso, em ambiente livre de ruido e mantidos sob restricdo de
movimento em uma camara cilindrica de acrilico. Para que as medidas fossem
realizadas os ratos foram colocados sobre placa de aquecimento (Fernandes et al.,
2012).

Este sistema utiliza um manguito que é adaptado a regido proximal da cauda, que
fica conectado ao pletismografo para insuflar e desinsuflar gradualmente o manguito. Em
uma por¢ado mais distal da cauda é acoplado um transdutor de pulso pneumatico para
deteccéo dos sinais de passagem da onda de pulso de presséo arterial na artéria caudal
e registrado em um sistema acoplado a um programa de computador.

Em cada animal, por aferéncia, foram obtidos no minimo 5 medidas de presséo
arterial e frequéncia cardiaca. A média destes valores foi calculada posteriormente para
determinacéo do valor final destes parametros. E importante ressaltar que para evitar
interferéncias na obtencdo destes valores, os ratos passaram por aclimatacdo ao
plestimografo que consistia em submissdo dos mesmos a camara acrilica, manipulagéo
do manguito na cauda e aquecimento da placa, por 3 min/dia, durante os 3 dias que
antecediam a afericdo de pressao arterial e freqiiéncia cardiaca reais do experimento.

Pletismégrafo de cauda para Ratos

Figura 6. Imagem de um pletismégrafo (modelo V2.1, Insight).

4.8 Procedimentos analiticos para avaliacdo da funcaor  enal

4.8.1 Dosagem de creatinina
O RFG foi estimado através do clearance de creatinina, a qual é dosada utilizando

o kit Bioclin (Quibasa), conforme instrucdes do fornecedor. As amostras de urina diluidas
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(1:25) e plasma reagem em meio alcalino com o &cido picrico formando um complexo
creatinina-picrato de cor amarelo-avermelhada. A absorbancia deste complexo foi lida
em espectrofotdmetro (Barnstead/Turner SP-830 plus) (Fig. 7) a um comprimento de
onda de 510 nm. Como o &cido picrico também reage com 0s cromogénios plasmaticos,
acido acético foi adicionado nas amostras de plasma, reduzindo o ph do meio e
promovendo a decomposi¢céo do picrato de creatinina, permanecendo inalterada a cor
derivada dos cromogénios. A amostra de plasma foi novamente lida a 510 nm no
espectrofotdmetro e a diferenca entre as duas leituras das amostras de plasma forneceu
o valor final da absorbéncia da creatinina plasméatica. A absorbéncia da creatinina
urinéria foi corrigida pela diluicdo da urina (1:25).

As concentracbes de creatinina no plasma e urina foram determinadas
multiplicando-se os valores das absorbancias pelo fator de calibracédo. Esse foi calculado
a partir da curva padrdao de creatinina feita com o reagente padrdao do Kit (creatinina
3mg/dl). Os pontos utilizados na curva foram: 0,375, 0,75, 1,5 e 3 mg/dl. O RFG foi
determinado por meio da seguinte equacao:

RFG (ml/min)= ([Creatinina] yrina X Fluxo urinario ) / [Creatinina] piasma

Figura 7. Imagem de um espectrofotometro (modelo SP- 220, Biospectro).

4.8.2 Dosagem de sodio e potassio

As concentracdes de Na' e K', nas amostras de urina e plasma, foram

determinadas por fotometria de chama ( CELM, FC 280) (Fig. 8), que mede a intensidade
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da radiacdo emitida pelos atomos excitados dos metais-terrosos que é proporcional a
concentracdo desses metais na amostra. Utilizou-se padrdo contendo 140 mEq/I de Na*
e 5 mEg/l de K*, diluido em &gua destilada (1:200).

Para a determinacdo do Na’ e K*, todas as amostras também foram diluidas 200
vezes em agua destilada. Para isso, aliquotas de 15 ul da amostra foram diluidas para 3
ml em agua destilada sendo, a dosagem em cada amostra, feita em duplicata contra o
padrdo apropriado (140 mEqg/l de Na" e 5 mEqg/l de K*). Especificamente para o K na
urina, foi preparada uma diluicdo prévia da mesma, na proporcado de 1:30 (em agua
destilada), antes de se preparar a diluicdo de 1:200.

Figura 8. Imagem de um fotémtro de chama (modelo FC- 280, CELM).

4.8.3 Determinacao das osmolalidades plasmatica e urinaria

A determinacdo das osmolalidades plasmatica e urinaria foi realizada utilizando o
osmometro de ponto de congelamento (Microsmette, Advanced Instruments USA) (Fig.
9). As amostras de plasma foram diluidas 1:2 e as amostras de urina diluidas 1:5 em
agua destilada. Previamente a leitura das amostras, o osmémetro foi calibrado com
solucdes padrdes cujas concentracdes sao 100, 290 e 500 mOsm/kg.
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Todel 3320

Figura 9. Imagem de um osmémetro (modelo 3320, Advanced Instruments).

4.8.4 Célculo de outros parametros renais

Conhecendo-se os valores de clearance de creatinina, fluxo urinario, concentracao

de Na’ e K* no plasma e urina, bem como as osmolalidades plasmética e urinaria, outros

parametros renais foram determinados conforme a seguir:

>
>

vV V V

>

Balanco hidrico: BH (%) = FU/H,0 ingerida x 100

Fracdo de excregao de agua: FEH,0 (%) = FU /RFG x 100
Fragdo de excre¢do de Na*: FENa* (%) = QENa*/QFNa* x 100
Fragdo de excrec¢do de K*: FEK' (%) = QEK'/QFK" x 100
Clearance de agua livre: CH,0 (Litros/24h) = FU — Cosm

Clearance osmolar: Cosm (Litros/24h) = Osmolalidadeyin, X FU/ Osmolalidadepjasma

Sendo:

» Quantidade excretada de Na: QENa* = [Na']urina X FU

» Quantidade excretada de K*: QEK" = [K"]urina X FU

» Quantidade filtrada de Na™: QFNa* = [Na"Jpjasma X RFG

» Quantidade filtrada de K*: QFK" = [K']plasma X RFG
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4.8.5 Proteinuria

Esta dosagem foi feita utilizando-se o kit comercial SensiProt (Labtest®, Lagoa
Santa, MG, Brasil) de acordo com as instru¢cdes do fornecedor. A reacdo se da entre o
vermelho de pirogalol e o molibdato de sddio que, quando combinado com a proteina
presente na amostra, em meio acido, desenvolve um croméforo de cor azul. A
absorbancia da cor formada foi lida, em espectrofotdmetro, a 600 nm, sendo proporcional

a concentragdo proteica presente na amostra.

Os valores foram calculados com base no fator de calibragcédo e a concentracao da
proteina foi expressa em mg/dl, sendo:
Fator de calibracdo = concentracdo do padréao/absorbancia do padrao
Concentracdo urinaria de proteinas (mg/dl) = absorbancia da amostra x fator de

calibragcao

Quantidade de proteinas na urina (mg/24 h) = Concentragcdo urinaria de proteinas x
FU.

4.8.6 Determinacéo da gama GT urinaria

A enzima gama GT esta presente no citoplasma de células que apresentam
intensa atividade secretora e funcdo de absorcdo tais como as ceélulas epiteliais dos
tubulos proximais renais. Sendo assim, a gama GT pode ser quantificada na urina e
apresenta-se elevada quando em presenca de necrose de células dos tubulos proximais
(Veado, 2007). O ensaio da gama GT foi feito utilizando um kit da Synermed de acordo
com as instrucdes do fornecedor. A gama GT catalisa a transferéncia do grupamento
glutamil da L-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida para a dlicilglicina, formando a L-y-
glutamilglicilglicina e p-nitroanilina, de acordo com a reacao seguinte:

L- y-Glutamil-3-Carboxi-4-Nitroanilida + Glicilglicina mmm) Glicilglicina+ P-
nitroanilina

A p-Nitroanilina liberada é diazotada através da reacdo de Bratton-Marshal modificada:

meio acido

P-Nitroanilina + NaNO , s Composto diazo

Composto diazo + N - (1-Natftil)-Etilenodiamina m) Composto final de cor résea
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A quantidade formada de p-nitroanilina é diretamente proporcional a quantidade de
gama GT na amostra. A leitura da absorbancia foi realizada em espectofotdmetro a um
comprimento de onda de 530 nm ou filtro verde. Os resultados foram expressos em
muU/24 h.

4.9 Avaliagéo da atividade da enzima citrato sintas e

Os musculos soleos (0,5 g de tecido/ml de tampéao) foram extraidos tanto dos
animais treinados, quanto dos néo treinados. Para a determinacéo da atividade da citrato
sintase, os mesmos foram homogeneizados em PBS 10 mM (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
KH,PO, 0,9 mM, Na;HPO, 6,4 mM, pH 7,4) contendo 0,1 % de Triton X -100 e um
coquetel de inibidores de protease sem EDTA (Roche ®). O coquetel foi usado na
propor¢cdo de um mini-comprimido para cada 10 ml de tampao usado no preparo do
homogenato. O homogeneizado foi centrifugado por 15 min a 10000 rpm em centrifuga
refrigerada a 4 °C e o sobrenadante foi, entdo, armazenado em freezer a - 80 °C até o
momento da dosagem enzimatica (Alp et al., 1976).

A enzima CS é considerada um indicador de adaptacdo ao exercicio fisico uma
vez que é utilizada como um marcador da capacidade aerdbica do tecido avaliado. Sua
atividade foi determinada segundo o meétodo descrito por Alp et al. (1976) com algumas
pequenas modificacdes, a partir da quantificacdo do complexo amarelo formado entre a
coenzima A (CoA) liberada na reacédo com o &cido ditionitrobenzoico (DTNB) presente no
tampéao de ensaio.

Suscintamente, 0 ensaio consistiu na utilizagdo de um tampao contendo 50 mM
Tris-HCI, EDTA 5 mM, 0,05% de Triton X-100, 30 mM de acetil-CoA, 10 mM de DTNB,
pH 8,1, ao qual foi adicionado 5 pl do homogeneizado para incubacgéo e transferido para
placas de 96 pocos. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 10 ul de oxaloacetato 10 mM ao
meio de ensaio e a cinética da reacao realizou-se a 25 °C em um intervalo de 10 min. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectofotdmetro a um comprimento de onda de
412 nm. Os resultados foram expressos em pmol/ml/min/mg de tecido muscular (Alp et
al., 1976).
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4.10 Analise morfologica renal

O rim direito de todos os animais foi coletado, colocado em solucdo de formol
tamponado a 10% e submetido a andlise histologica. Técnicas convencionais de
coloracdo — hematoxilina-eosina — foram usadas na preparacdo das laminas. Os cortes
dos blocos foram néo seriados com a intencdo de visualizar néfrons diferentes. As fotos
foram capturadas no aumento de 40 vezes. Esta analise morfologica foi realizada no
Departamento de Patologia ICB/UFMG.

4.11 Conteudo renal de RNA

4.11.1 Extracdo de RNA e andlise da expressdo génica

Para a extragdo de RNA total utilizou-se o reagente Trizol® (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA-USA) seguindo o protocolo do fabricante. O RNA total foi
guantificado em NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare, Piscataway, NJ,
USA), utilizando-se 2 ul de cada amostra. Todas as amostras de RNA total foram
tratadas com DNase (TURBO DNA-free kit, Ambion Inc., Foster, California, USA), e
requantificadas. A reacdo de transcricao reversa (RT) foi feita a partir de 733 ng de RNA
total em 20,4 ul de volume final de reacéo, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores
especificos, primers (Quadro 3) para RT dos transcritos alvos.

O RNA total foi inicialmente desnaturado a 70 °C por 10 min juntamente com 0s
iniciadores reversos (10 pmoles cada). Em seguida, foram incubados com MMLV
Reverse Transcriptase em tampao (KCI 50 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,4), 2 ul de dNTP
mix (10 mM de cada) e agua livre de RNase para completar o volume final. A reacéao foi
incubada a 45 °C por 1 h, finalizada a 4 °C e utilizada imediatamente para a PCR. Todos
os reagentes foram provenientes da Invitrogen™ (Life Technologies, Carlsbad, CA-USA).

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real realizada no equipamento de Sistema de PCR em
tempo real ViIA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA), utilizando-se
SYBR Green PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

As amostras foram aplicadas em placas de 384 pocos (Invitrogen Life

Technologies, Carlsbad, CA, USA), em triplicata, em um volume final de reacdo de 10 pl.
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Em cada poco foi pipetado 0,8 ul de amostra, e adicionados posteriormente 9,8 ul do Mix
contendo 15 pl do SYBR Green PCR Master Mix Kit, 0,06 pl de cada iniciador (senso e
anti-senso — Quadro 3) (10 pmoles) e 4,08 ul de agua estéril filtrada. A placa foi selada
com adesivo optico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA).

As reacdes de PCR em tempo real ocorreram no seguinte ciclo termal: [estagio 1]
um ciclo de 52 °C/2 min; [estagio 2] um ciclo a 95 °C/10 min; [estagio 3] 40 ciclos de 95
°C/0,15 min e 50 °C/1 min. Ao término da ciclagem foi realizada a curva de melting a 60
°C por 1 minuto, para a construcdo da curva de dissociacdo, que tem por objetivo
determinar a especificidade dos fragmentos amplificados.

Quadro 3. Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na sintese e amplificacao
do cDNA.

Oligonucleotideo Senso Anti-senso

ECA 5'CTCTGCTAAGCAACATGAGCZ 5TGTTGGTGAGCTCTGGGTC3’
ECA2 5'CAAAGTTCACTTGCTTCTTGG3 5'TCATAAAAGGCAGACCATTTGG3
MAS 5'CCGAGAGGAGAGATGCTCATG3' | 5’CCCACCCATTCCCATAGTGC3
AT1 5'ATGGCTGGCATTTTGTCTGG3 5'GTTGAGTTGGTCTCAGACACZ

Bl 5'AACATCGGGAACCGTTTCAAC3 | 5'CACCCGGCAGAGGTCAGTT3

B2 5'TTCCGAAAGAAGTCCCGAGAZ’ 5'GCCTCCCTTCCGGCATATT3’

S26 5'CGTGCTTCCCAAGCTCTATGT3 | 5’CGATTCCTGACAACCTTGCTATGS.

4.12 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (X + EPM).
Para a comparagdo dos 4 grupos, os dados foram analisados por One-way ANOVA
seguida do teste de Newman-Keuls. Quando apropriado, também foi utilizado o teste t
para amostras ndo pareadas. As analises estatisticas foram feitas usando os programas
GraphPad Prism, verséo 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).
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5 Resultados

A sequir, serdo apresentados os resultados obtidos na investigagao do efeito do
exercicio aerébio de intensidade moderada sobre a funcao renal de ratos, posteriormente

submetidos a injaria renal aguda medicamentosa, induzida pela gentamicina.

5.1 Caracterizacdo e eficacia do protocolo de trein amento fisico de intensidade

moderada

5.1.1 Teste de esforco maximo progressivo

No presente trabalho, foi uitizado um protocolo de treinamento aerdbio de
intensidade moderada que consistia em corrida em esteira motorizada. Para avaliar a
eficacia do treinamento foram realizados 2 TEMP sendo, o primeiro, antes do inicio e o
segundo, imediatamente apds o término do periodo de treinamento (fim da 82 semana) e
antes do inicio da inducado de IRA. A Figura 10 mostra que o protocolo utilizado foi eficaz,
uma vez que houve aumento do tempo total de exercicio (Fig. 10A), da distancia

percorrida (Fig. 10B) e da velocidade maxima de corrida (Fig. 10C).
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Figura 10. Tempo total de exercicio (A), distancia percorrida (B) e velocidade
maxima de corrida (C) em ratos submetidos a um prot ocolo de treinamento
(corrida) por 8 semanas. NT, grupo néo treinado (n = 13); T, grupo treinado (n =
15). Esses parametros foram avaliados pela realizacdo de 2 TEMP sendo, o 1°
TEMP, realizado antes do inicio do treinamento (Antes, nos graficos) e o 2° TEMP
realizado ao término do treinamento (Depois, nos graficos). One-way ANOVA
seguida de pds-teste de Newmann-Keuls: *p < 0,05, TAntes vs TDepois; “p < 0,05,
NTDepois vS TDepois; SI;p < 0,05, NTAntes vs TDepois.
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O TTE, distancia percorrida e a velocidade maxima alcancada no grupo T foram
elevados de 27,7 £ 1,3, 481,4 + 43,7 e 17,4 + 0,7 (antes do inicio do treinamanto, 1°
TEMP) para 36,2 = 2,2 min, 869,5 + 98,1 metros e 23,5 = 1,5 metros/min,
respectivamente. Com relacdo ao grupo NT, observa-se que nao houve alteracdes
significativas no TTE, distancia percorrida e velocidade maxima medidas antes e apds o
periodo de treinamento (Figs. 10A, 10B e 10C).

5.1.2 Atividade da enzima citrato sintase

Em concordancia com o observado para os parametros obtidos no TEMP, a Figura
11 mostra que o protocolo de treinamento utilizado foi eficaz visto que houve aumento da
atividade da enzima citrato sintase do musculo séleo nos ratos dos grupos T (T-SAL e T-
GM). O aumento de atividade dessa enzima nédo foi afetada pela administracdo do
agente indutor de IRA, a GM (T-GM). Nos grupos T-SAL e T-GM, a atividade da citrato
sintase foi de 16,02 £ 8,70 e 16,33 + 6,20 pumol/mL/min/mg, respectivamente vs (em
pmol/mL/min/mg: NT-SAL, 2,22 £0,79; NT-GM, 5,93 £ 1,71).
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Figura 11. Efeito do treinamento fisico sobre a ati  vidade da enzima citrato sintase
em ratos com IRA induzida pela GM. A atividade da citrato sintase foi determinada no
musculo soéleo de ratos dos grupos T e NT apds inducédo da IRA. NT-SAL (n = 6); NT-GM
(n=7); T-SAL (n = 6); T-GM (n = 7). One-way ANOVA seguida de pOs-teste de Newman-
Keuls: *p < 0,05 (T-SAL vs NT-SAL e T-GM vs NT-SAL).
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5.2 Parametros cardiovasculares: Presséo arterial e frequéncia cardiaca

Pela Figura 12A pode-se observar que o exercicio aerébio de intensidade
moderada nao alterou a pressao arterial média nos grupos T e NT, quando comparados
antes do inicio do treinamento e imediatamento apds o0 seu término. Importante, no
entanto, foi a reducdo da frequéncia cardiaca (Fig. 12B) observada ao final do
treinamento. Esse parametro, no grupo T, foi reduzido de 398,4 + 12,6 (antes do
treinamento), para 357,0 + 6,0 BPM ao final das 8 semanas de treinamento. Nenhuma

alteracao significativa foi observada no grupo NT.
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Figura 12. Pressdo arterial média (A) e freqiéncia cardiaca (B) em ratos
submetidos a um protocolo de treinamento (corrida) por 8 semanas. NT, grupo nao
treinado (n = 7); T, grupo treinado (n = 7). Esses parametros foram determinados por
pletismografia de cauda antes do inicio do treinamento (Antes, nos graficos) e ao término
do treinamento (Depois, nos graficos). One-way ANOVA seguida de pods-teste de
Newman-Keuls: *p < 0,05, TAntes VS TDepois.

5.3 Parametros gerais de avaliacao

Como pode ser observado pela Figura 13, houve um aumento do peso corporal
dos ratos de ambos os grupos (NT e T) ao final do treinamento. O peso corporal nos
grupos NT e T foram elevados de 249,7 £ 17,0 e 245,7 + 9,9 (antes do treinamento, dia

zero) para 398,3 £ 25,7 e 363,2 + 9,9 g depois do treinamento (dia 60), respectivamente.
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Figura 13. Peso corporal em ratos submetidos a um p  rotocolo de treinamento
(corrida) por 8 semanas (60 dias) seguido de indu¢cd o de IRA (5 dias). NT, grupo néo
treinado (n = 6); T, grupo treinado (n = 8). O peso foi determinado por gravimetria antes
do inicio e depois do treino, e ao final do periodo de inducdo da IRA. Oneway ANOVA
seguida de poés-teste de Newmann-Keuls: *p < 0,05, NTDepois ou NTP6s IRA vs NTAntes;
**p < 0,05, TDepois 0u TPos IRA VS TAntes; $p < 0,05, NTDepois ou NTPés IRA VS TAntes; #p <
0,05, TDepois ou TPo6s IRA VS TAntes.

A Figura 14 mostra que apesar das alteragdes na ingestdo de agua nao terem
sido significativas (Fig. 14A) entre os grupos sob estudo, houve um aumento do FU (Fig.
14B) em resposta a GM (21,0 + 2,6 ml/24h no grupo NT-GM vs 12,3 + 2,6 ml/24h no
grupo NT-SAL). Esse aumento, ndo foi significativamente bloqueado no grupo
previamente submetido ao treinamento fisico (grupo T-GM). A néo alteracdo na ingestéao
de agua associada a um aumento do FU pela GM no grupo NT-GM refletiu em um
aumento no balanco hidrico (Fig. 14C) neste mesmo grupo (82 + 12% no grupo NT-GM
Vs 44 + 5% no grupo NT-SAL). O aumento nesse balanco, a exemplo do observado para
o FU, também nao foi estatisticamente diferente do balanco no grupo previamente

submetido ao treinamento fisico (grupo T-GM).
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Figura 14. Ingestdo de agua (A), fluxo urinario (B) e balanco hidrico (C) em ratos com IRA
induzida posteriormente ao treinamento fisico. A GM foi usada como agente indutor da IRA.
Os parametros foram determinados ao final do periodo da inducdo da IRA. NT-SAL (n = 5-6),
NT-GM (n = 5-7); T-SAL (n = 4-6); T-GM (n = 7). One-way ANOVA com pos-teste de Newman-
Keuls: *p < 0,05 (NT-GM vs NT-SAL).

5.4 Parametros de funcéo renal

A Figura 15 mostra que a concentragcdo plasmatica de creatinina foi
significativamente aumentada pela GM no grupo NT (em mg/dl: 2,01 + 0,40 no grupo NT-
GMvs 0,41 = 0,04 no grupo NT-SAL). Relevantemente, o treinamento prévio a indugao
da IRA pela GM, bloqueou parcialmente esse aumento da creatinina (em mg/dl: 0,72 £
0,05 no grupo T-GM vs 2,01 = 0,40 no grupo NT-GM) (Fig. 17). Embora nao tenha
alcancado significancia estatistica, o treinamento fisico, por si s6, promoveu uma
reducdo de cerca de 35% no nivel sérico de creatinina (de 0,34 + 0,04 no grupo NT SAL
para 0,22 £ 0,7 mg/dl no grupo T SAL).
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Figura 15. Creatinina plasmética em ratos com IRA i nduzida posteriormente ao

treinamento fisico. A GM foi usada como agente indutor da IRA. A creatinina foi
determinada colorimetricamente em amostras de plasma e urina coletadas ao final do
periodo de inducdo da IRA. NT-SAL (n = 6); NT-GM (n =5); T-SAL (n =6); T-GM (n = 7).
One-way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls: *p < 0,05 (NT-GM vs NT-SAL e T-GM

vs T-SAL), %p < 0,05 (T-GM vs NT-SAL) e 'p < 0,05 (T-GM vs NT-GM).

Conforme mostrado na Figura 16, o aumento da concentracdo plasmatica de
creatinina no grupo NT-GM (Fig. 15) foi acompanhado por uma reducdo no RFG (Fig.
16A). O RFG foi reduzido de 1.561,9 + 223,7 (grupo NT-SAL) para 547,0 = 224,4 ml/24h
no grupo NT-GM (Fig. 16). Embora o treinamento prévio tenha inibido parcialmente a
gueda no RFG induzida pela GM, tal inibicdo ndo foi estatisticamente diferente (em
ml/24h: T-GM, 906,9 + 169,0 vs NT-GM, 547,0 = 224,4). Em termos percentuais, a
diminuicdo no grupo T-GM foi de cerca de 42% contra 65% no grupo NT-GM, em relagéo
ao grupo NT-SAL (1.561,9 + 223,7 ml/24h). Evento similar ao observado para a
creatinina plasmatica, o treinamento fisico, por si s6, promoveu um aumento de
aproximadamente de 2,8 vezes no RFG (de 1.561,9 = 223,7 no grupo NT SAL para
43319 = 1.601,8 ml/24h no grupo T SAL). No entanto, tal elevacdo nao foi

estatisticamente diferente entre os 2 grupos (Fig. 16A). J& pela Figura 16B pode-se
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observar que a GM aumentou de forma significativa o FU. Este aumento foi de 12,3 + 2,6
(grupo NT-SAL) para 21,0 = 2,6 ml/24h no grupo NT-GM. Novamente, o treinamento
prévio inibiu suavemente o aumento no FU causado pela GM, mas tal efeito foi
desprovido de significancia estatistica (em ml/24h: T-GM, 18,7 £ 2,1 vs NT-GM, 21,0 £
2,6). Percentualmente, o aumento no grupo T-GM foi de cerca de 1,5 vezes contra 1,7
vezes no grupo NT-GM, em comparacdo ao grupo NT-SAL (12,3 = 2,3 ml/24h). O
treinamento fisico, por si s6, promoveu um aumento bastante suave, cerca de 1,14
vezes, no FU (de 12,3 + 2,3 no grupo NT SAL para 14,0 £ 1,0 ml/24h no grupo T SAL).
Este pequeno aumento ndo foi estatisticamente diferente entre os 2 grupos (Fig. 16B).
Quando a fracao de excrecdo de H,O foi analisada (Fig. 16C), verificou-se que a GM a
aumentou de forma significativa. Este aumento foi de 0,78 = 0,09 (grupo NT-SAL) para
12,7 £ 7,3% no grupo NT-GM. O treinamento prévio bloqueou tal elevacdo, a qual ndo
atingiu significancia estatistica (em %: T-GM, 2,71 £ 0,78 vs NT-GM, 12,7 £ 7,3). Em
termos percentuais, 0 aumento no grupo T-GM foi de, aproximadamente, 3,4 vezes
contra 16,1 vezes no grupo NT-GM, em comparacdo ao grupo NT-SAL (0,79 £ 0,09%)
(Fig. 16C). O treinamento fisico, por si s6, ndo afetou a fracdo de excrecao de H,O (0,79
+ 0,09 no grupo NT SAL vs 0,78 £ 0,32% no grupo T SAL).
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Figura 16. Ritmo de filtragdo glomerular (A), fluxo urinario ( B) e fracdo de excrecao
de agua (C) em ratos com IRA induzida posteriorment e ao treinamento fisico. Os
dados de FU sdo os mesmos ja mostrados na Fig. 14B. A GM foi usada como agente
indutor da IRA sendo, os parametros determinados ao final do periodo de inducdo da
mesma. O RFG foi estimado pelo clearance da creatinina. NT-SAL (n = 6), NT-GM (n =
5); T-SAL (n = 6); T-GM (n = 7). One-way ANOVA com pés-teste de Newman-Keuls: *p <
0,05 (NT-GM vs NT-SAL e T-GM vs T-SAL), 3p < 0,05 (T-GM vs NT-SAL).
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Os resultados obtidos para as fragdes de excrecdo de Na* e K* estdo ilustrados na
Figura 17. Pode-se observar que, embora tenha havido um aumento da FENa" no grupo
NT-GM, o mesmo nédo alcancou significancia estatistica e o treinamento fisico prévio a
inducdo da IRA néo interferiu com esta resposta (Fig.17A). O treinamento fisico, por si
s6, tende a aumentar a excrecdo de Na* em cerca de 1,4 vezes (de 0,28 + 0,06 no grupo
NT SAL para 0,38 + 0,174h no grupo T SAL), aumento este sem significancia estatistica
(Fig. 17A). Ja a fracdo de excrecdo de K* foi significativamente aumentada pela GM no
grupo NT (em %: 167,8 £ 52,9 no grupo NT-GM vs 49,0 £ 14,2 no grupo NT-SAL) (Fig.
17B). De forma interessante, o treinamento prévio a inducdo de IRA pela GM, bloqueou
totalmente esse aumento da excrecdo de K* (em %: 42,5 + 6,0 no grupo T-GM vs 167,8
+ 52,9 no grupo NT-GM) (Fig. 17B). Também, sem que tenha atingido significancia
estatistica, o treinamento fisico, por si sO, promoveu uma reducdo de cerca de 57% ha
fracdo de excrecdo do K* (de 49,0 + 14,2 no grupo NT SAL para 21,3 +7,6% T SAL).
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Figura 17. Fracdes de excrecdo de sbédio (A) e de po tassio (B) em ratos com IRA
induzida posteriormente ao treinamento fisico. A GM foi usada como agente indutor da
IRA sendo, os parametros determinados ao final do periodo de indugio da mesma. O Na*
e 0 K* foram medidos por fotometria de chama. NT-SAL (n = 6), NT-GM (n = 5); T-SAL (n =
4); T-GM (n = 7). One-way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls: *p < 0,05 (NT-GM vs
NT-SAL) e “p < 0,05 (NT-GM vs T-GM).

Na Figura 18 estdo representados os dados obtidos para clearance osmolar e
clearance de H2O livre. Nenhuma alteracdo significativa no clearance osmolar foi
detectada entre os 4 grupos sob estudo (Fig. 18A). Com relagédo ao clearance de H20

livre, embora nédo significativa, pode-se observar que este tornou-se menos negativo no
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grupo NT-GM (-32,4 + 11,1 vs -50,1 £ 7,5 ml/24h no grupo NT-SAL). O treinamento fisico,
por si sO, ndo produziu alteracdo detectavel no clearance de H20 livre (Fig. 18B).
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Figura 18. Clearance osmolar (A) e clearance de H20 livre (B) em ratos com IRA
induzida posteriormente ao treinamento fisico. A GM foi usada como agente indutor da
IRA sendo, os parametros determinados ao final do periodo de inducdo da mesma. A
osmolalidade foi mensurada por osmometria de congelamento. NT-SAL (n = 6), NT-GM (n
=7); T-SAL (n = 6); T-GM (n = 7).

A andlise da excrecao urinaria de proteinas (proteindria) mostrou que a GM eleva
significativamente tal excrecdo (em mg/24h: de 9,2 + 2,4 no grupo NT-SAL para 31,0 =
1,5 no grupo NT-GM). (Fig. 19). Interessantemente, o treinamento prévio a indugcdo da
IRA pela GM, bloqueou parcialmente esse aumento da proteinuria (em mg/24h: 19,8 +
2,8 no grupo T-GM vs 31,0 £1,5 no grupo NT-GM) (Fig. 19). Embora sem significancia
estatistica, o treinamento fisico, por si s, reduziu em cerca de 22% a excrecdo de
proteinas na urina (de 9,2 + 2,4 no grupo NT SAL para 7,2 £ 1,4 mg/24h no grupo T-
SAL).
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Figura 19. Proteinaria em ratos com IRA induzida po  steriormente ao treinamento

fisico. A GM foi usada como agente indutor da IRA. A concentragdo de proteinas na
urina foi determinada colorimetricamente, em amostras de urina coletadas ao final do
periodo de inducao da IRA, usando um kit comercial (Bioclin). NT-SAL (n = 6); NT-GM (n
= 6); T-SAL (n = 6); T-GM (n = 7). One-way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls: *p

< 0,05 (NT-GM vs NT-SAL e T-GM vs T-SAL), 5p < 0,05 (T-GM vs NT-SAL) e "p < 0,05 (T-
GM vs NT-GM).

A investigacdo da enzima gama glutamil transferase (Gama GT) na urina revelou que a
GM aumenta significativamente a excre¢do da mesma (em mg/24h: de 16,3 + 3,9 no
grupo NT-SAL para 139,8 £ 17,2 no grupo NT-GM). (Fig. 20). Similar ao observado para
a proteindria, o treinamento fisico prévio a inducdo da IRA pela GM, bloqueou o0 aumento
da excrecao desta enzima (em mg/24h: 55,1 £9,1 no grupo T-GM vs 139,8 + 17,2 no
grupo NT-GM) (Fig. 20). Essa inibicdo, pelo treinamento fisico, foi mais proeminente do
gue aquela observada sobre a proteindria (cerca de 36% contra cerca de 61% sobre a
Gama GT). Novamente sem significancia estatistica, o treinamento fisico, por si so,
aumentou cerca 1,6 vezes a excrecao urinaria da enzima Gama GT (de 16,3 £ 3,9 no
grupo NT SAL para 25,8 + 6,2 mg/24h no grupo T-SAL).
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Figura 20. Excrecdo urinaria da enzima gama glutami | transferase em ratos com
IRA induzida posteriormente ao treinamento fisico. A GM foi usada como agente

indutor da IRA. A concentracdo da enzima Gama GT na urina foi determinada
colorimetricamente, em amostras de urina coletadas ao final do periodo de inducdo da
IRA, usando um kit comercial (Bioclin). NT-SAL (n = 5); NT-GM (n = 7); T-SAL (n = 6); T-
GM (n = 7). One-way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls: *p < 0,05 (NT-GM vs NT-

SAL) e 'p < 0,05 (T-GM vs NT-GM).

5.5 Analise morfoldgica renal

A Figura 21 mostra o aspecto morfolégico renal tipico de rins dos 4 grupos sob
estudo. Pode-se observar que a principal lesdo causada pela GM é a necrose tubular
aguda, a qual é evidenciada pela presenca de vacuolizacdo celular e presenca de
nacleos picnéticos. A maioria dos sinais de necrose tubular aguda néo foi observada nos
grupos treinados (Figs. 21C e 21D). No entanto, os animais NT doentes (tratados com
GM), aparentemente, desenvolveram necrose tubular de forma mais intensa,
caracterizada pela presenca de nudcleos picnoticos e maior vacuolizacédo celular (Figs.
21A e 21B).
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Figura 21. Aspecto morfolégico renal tipico em rato s com IRA induzida
posteriormente ao treinamento fisico.  As imagens sao representativas de rins de ratos
dos grupos T-SAL (A), T-GM (B), NT-SAL (C) e NT-GM (D). As imagens histologicas
foram obtidas por meio de técnicas convencionais de coloracdo — hematoxilina-eosina e
as fotos foram capturadas no aumento de 40 vezes. As analises foram realizadas no
Departamento de Patologia ICB/UFMG, com a colaboracao do Prof. Marcelo Caliari.

5.6 RNA mensageiro renal que codifica componentes d 0s sistemas renina-
angiotensina e calicreinas-cininas

A Figura 22 mostra o contetdo de RNA mensageiro que codifica os componentes
do sistema renina-angiotensina: ECA e ECA2 e dos receptores AT1 e MAS em rins de
ratos treinados e submetidos a IRA induzida pela GM. Como pode ser observado pela
Figura 22A, a expressao de RNA mensageiro que codifica para a ECA ¢é
significativamente elevada pela GM (em unidades arbitrarias: 1,66 + 0,05 no grupo NT-
GM contra 0,15 + 0,06 no grupo NT-SAL). O treinamento prévio a inducdo da IRA pela
GM (grupo T-GM), inibiu parcialmente a expressédo renal da ECA quando comparada a
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expressao observada no grupo NT-GM (p<0,05). O treinamento fisico, por si s6, também
foi capaz de elevar, de forma significativa, a expressao renal da enzima de 0,15 + 0,06
(grupo NT-SAL) para 1,08 + 0,18 unidades arbitrarias no grupo T-SAL (Fig. 22A).
Paralelamente, a expressao renal de receptores AT1 nao foi significativamente afetada
em nenhum dos 4 grupos estudados AT1 (Fig. 22B). A expressao renal desses
receptores foi como a seguir (em unidades arbitrarias): NT-SAL, 1,20 £+ 0,27; NT-GM,
1,10 £ 0,17; T-SAL, 1,04 + 0,12 e 1,81 £+ 0,45 no grupo T-GM. Contudo, a expressao
renal da enzima ECAZ2 e receptores MAS foi similar nos 4 grupos sob estudo (Figs. 22C e

22D, respectivamente).
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Figura 22. Conteudo renal de RNA mensageiro que cod ifica ECA (A), receptores
AT1 (B), ECA2 (C) e receptores MAS (D) em rins de r atos com IRA induzida
posteriormente ao treinamento fisico. A GM foi usada como agente indutor da IRA. A
guantificacdo de RNAm foi feita por PCR em tempo real ao final do periodo de inducéo
da IRA. NT-SAL (ECA, n = 3, AT1, ECA2 e MAS, n = 6); NT-GM (ECA, n = 4, AT1, ECA2
e MAS, n =7); T-SAL (ECA, AT1, ECA2 e MAS, n = 6); T-GM (ECA, ECA2 e MAS, n =7,
AT1, n =5). One-way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls: *p < 0,05 (NT-GM vs NT-
SAL), Sp < 0,05 (T-SAL vs NT-SAL), 5p < 0,05 (T-GM vs NT-SAL) e 'p < 0,05 (T-GM vs
NT-GM).
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A expressao renal dos receptores B1 e B2 de cininas esta mostrada na Figura 23. O
treinamento fisico associado ou ndo a inducédo de IRA pela GM, ndo produziu qualquer
efeito sobre a expressdo renal de receptores de cininas do tipo B2 (Fig. 23A). No
entanto, a GM aumentou a expressao renal de receptores do tipo B1 (Fig. 23B). De
forma curiosa, embora o treinamento fisico, por si sO, ndo tenha afetado a expressao
desses receptores, ele foi capaz de bloquear o aumento da mesma quando comparada a
expressao observada no grupo NT-GM (1,72 £ 0,19 para 1,08 £ 0,18 unidades arbitrarias
no grupo T-GM) (Fig. 23B).
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Figura 23. Conteudo renal de RNA mensageiro que cod ifica receptores de cininas
dos tipos B2 (A) e B1 (B) em rins de ratos com IRA  induzida posteriormente ao
treinamento fisico. A GM foi usada como agente indutor da IRA. A quantificacdo de
RNAm foi feita por PCR em tempo real ao final do periodo de inducdo da IRA. NT-SAL
(B2,n=6eB1,n=4);NT-GM (B2, n = 7 e B1, n = 5); T-SAL (B2 e B1, n = 6); T-GM (B2,
n=7e Bl, n=6). One-way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls: *p < 0,05 (NT-GM

vs NT-SAL), 3p < 0,05 (T-SAL vs NT-GM) e #p < 0,05 (T-GM vs NT-GM).

5.7 RNA mensageiro renal que codifica citocinas pré6 - e antinflamatoria

Na Figura 24 estdo mostradas as expressoes renais de RNA mensageiro que
codifica TNFa, IL6 e IL10. Verifica-se, a exemplo do observado para os receptores B2 de
cininas, que o treinamento fisico associado ou ndo a indugcdo de IRA pela GM, nédo
produziu qualquer efeito sobre a expressdo renal do TNFa e da IL6 (Figs. 24A e 24B).
Porém, a GM aumentou, significativamente, a expressao renal de IL10 (Fig. 24C) e o
treinamento fisico anterior a inducdo da IRA impediu esse aumento. O treinamento fisico,

por si s6, embora de forma néo significativa, reduziu a expresséo da IL10 (Fig. 24C).
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Figura 24. Conteudo renal de RNA mensageiro que cod ifica as citocinas TNF a (A), IL6
(B) e IL10 (C) em rins de ratos com IRA induzida po steriormente ao treinamento fisico. A
GM foi usada como agente indutor da IRA. A quantificacdo de RNAm foi feita por PCR em
tempo real ao final do periodo de inducdo da IRA. NT-SAL (TNFa e IL6, n = 6 e IL10, n = 4);
NT-GM (TNFa e IL6, n = 7 e IL10, n = 5); T-SAL (TNFa e IL6, n = 6 e IL10, n = 4); T-GM
(TNFa, IL6 e IL10, n = 7). One-way ANOVA com pés-teste de Newman-Keuls: *p < 0,05 (NT-

GM vs NT-SAL), %p < 0,05 (T-SAL vs NT-GM) e 'p < 0,05 (T-GM vs NT-GM).
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6 DISCUSSAO

6.1 Eficiéncia do protocolo de treinamento fisico

O protocolo de treinamento fisico utilizado no presente trabalho mostrou-se eficaz
na melhora do desempenho fisico dos animais submetidos a corrida em esteira. Todos
os parametros de desempenho fisico como tempo total de exercicio, distancia percorrida
e velocidade maxima de corrida, avaliados no TEMP antes e depois das 8 semanas de
treinamento, indicaram um aumento na capacidade aerdbia do grupo T em comparacao
ao grupo NT. Esta melhoria no condicionamento fisico observado nos animais treinados
confirmam que a velocidade correspondente a 65 % da velocidade maxima atingida no
TEMP é adequada para o treinamento com base no TEMP inicial e esta de acordo com o
ja relatado por Priviero et al. (2004). A 65 % da velocidade maxima, o metabolismo
aerdbio parece ser predominante (Ferreira et al., 2007) e representa o limiar maximo de
lactato (Rosa et al., 2016; Teixeira et al., 2012; Rodrigues et al., 2007; Irigoyen et al.,
2005). O conhecimento da intensidade do esforco ideal para detectar a melhora do nivel
de aptidao fisica é fundamental, uma vez que a tolerancia em desempenhar esfor¢co pode
ser definida como a quantidade maxima de atividade fisica realizada em um determinado
teste fisico progressivo até a exaustdo (Rosa et al., 2016; Carvalho et al., 2005). Neste
contexto e de acordo com Bernstein (2003), o TEMP torna—se uma ferramenta essencial
para quantificar a capacidade de realizacdo de exercicio fisico e determinar a
performance dos grupos experimentais (Rosa et al., 2016; Libby et al., 2007; Gobatto et
al., 1991).

No presente estudo, o exercicio moderado também aumentou a atividade da
enzima CS muscular (s6leo) no grupo T, o que reforca a eficacia do protocolo de
treinamento utilizado e estéa de acordo com os dados obtidos no TEMP. A enzima CS é
considerada um marcador de adaptacdo oxidativa do musculo esquelético ao
treinamento aerobio devido ao seu papel de enzima reguladora da entrada de carbono
no ciclo de Krebs, contribuindo com a manutencédo da atividade aerébia (Newshome &
Leech, 1989). Neste ciclo, mudanca na atividade méxima desta enzima pode ser um
indicativo de aprimoramento do fluxo de substratos ao musculo culminando com a
adaptacao ao treinamento (Henriksson, 1992). Assim, a atividade maxima da CS é um

preditor qualitativo do grau de metabolismo oxidativo em resposta ao exercicio cronico.
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Quanto ao tempo minimo de treinamento necessario para a detecgdo de alteragdes na
atividade da CS muscular, alguns autores tém relatado um aumento rapido da mesma
apos poucos dias de treinamento (Durante et al., 2002). Ja outros autores (Steiner et al.,
2011; Taylor et al., 2005) observaram mudancas relevantes da atividade desta mesma
enzima, apenas depois de 10 ou mais dias de treinamento. Importante a ser considerado
€ gue a natureza e a intensidade da resposta de adaptacdo ao exercicio estdo
correlacionadas a diversos fatores, como a magnitude e duracdo das sessoes, tipo de
treinamento, frequéncia da atividade, fatores genéticos e nivel prévio de aptidao fisica do
individuo. Assim, principios como o da especificidade, da resposta individual e o da

reversibilidade devem ser respeitados (Coggan et al., 2000).

Em resumo, os nossos dados estdo de acordo com diversos trabalhos da literatura
(Pedroza et al., 2015; Barcelos et al., 2014; Silva et al., 2009; Siu et al., 2003), que nos
permitem concluir que houve uma melhora na capacidade aerdbia dos animais

submetidos ao protocolo de treinamento (grupo T) por nos utilizado.

6. 2 Propriedades hemodinamicas cardiovasculares

A pressao arterial média e a frequéncia cardiaca foram aferidas antes e ao
término das 8 semanas de treinamento. O treinamento, de acordo com o protocolo aqui
utilizado, ndo afetou de forma detectavel, a presséo arterial média, independente do
grupo analisado. Esta observagdo estd de acordo com os achados de diversos autores,
0s quais relataram que o efeito do treinamento fisico aerobio sobre a pressao arterial em
animais normotensos e em humanos parece ser minimo ou mesmo inexistente (Roquel
et al., 2011, Oliveira et al., 2009, Medeiros et al., 2004, Krieger et al., 1998, Desai et al.,
1997, Negréo et al., 1993). Por outro lado, o protocolo de treinamento promoveu uma
reducdo da frequéncia cardiaca de repouso, 0 que indica que o mesmo foi capaz de
produzir adaptacdo do sistema nervoso autdbnomo e, assim, melhorar a funcéo
cardiovascular. Resultado similar foi obtido por De Angelis et al. (2004) que verificaram
gue o treinamento fisico em ratos induziu bradicardia de repouso e melhoria da
taquicardia mediada por barorreflexo, sugerindo que tais alteracbes estao,
provavelmente, relacionadas a um aumento do tonus vagal e diminuicdo do tonus

simpético. Assim, a reducdo da frequéncia cardiaca pode ser considerada um marcador
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fisiologico para a adaptacdo aerObia ao treinamento, achado este, j& relatado por
diversos outros autores (Stojanovic et al.,, 2015; Wichi, 2009; Oliveira et al., 2009;
Medeiros et al., 2004).

6. 3 Parametros de avaliagcéo de funcgéo renal

6.3.1 A gentamicina induziu IRA medicamentosa

As manifestacdes clinicas tipicas de toxicidade do aminoglicosideo s&o as
disfun¢des néo oliguricas ou polidricas acompanhadas por um aumento de creatinina e
ureia plasmaticas, proteindria, enzimdria, aminoaciddria, glicosuria, e alteracdes

eletroliticas (Banday et al., 2008; Mingeot-Leclercq et al., 1999).

Neste trabalho, alteracfes caracteristicas da IRA induzida por GM como aumentos
do fluxo urinario e da concentragdo plasmatica de creatinina e concomitante queda do
RFG (clearance de creatinina) foram observadas no grupo NT-GM. Luft et al. (1977),
foram os primeiros a descrever as alteracbes morfolégicas renais causadas pela GM e
sua capacidade de se acumular nas células epiteliais do tubulo proximal. Sabe-se,
atualmente, que o acumulo de GM no interior destas células desestabiliza o
funcionamento adequado de diversas organelas, desencadeando o quadro de necrose
tubular aguda, que compromete o funcionamento normal do sistema urinario e, assim,
afetando a homeostasia corporal (Taccone et al., 2010; Pogue et al., 2010; Oliveira et al.,
2009; Lee et al., 2009; Falagas et al., 2007). A principio, o prejuizo é caracterizado por
diversas alteracdes referentes ao processo de filtracdo, reabsorcao e secrecéo renais. A
diminuicdo do RFG é explicada pela entrada de residuos celulares para o lumen tubular
ocasionando obstrucdo parcial ou total do mesmo (De-Barros-e-Silva et al., 1992). Além
disso, a presséao hidrostatica no interior do tubulo e na capsula de Bowman, € aumentada
causando uma reducao do gradiente de pressao de filtracao e, por conseguinte, reducao
do RFG. A deficiéncia no processo de reabsorcdo no tubulo proximal, em decorréncia da
especificidade da GM para estas células, possibilita também a chegada de um maior
volume de agua e eletrélitos na porcao distal dos tubulos renais, o que determina a
ativacdo do mecanismo de feedback tubulo-glomerular. Este € provocado pela acdo da
Ang Il nas arteriolas aferentes e eferentes e é ativado para inibir a perda acentuada de

agua e eletrolitos, atuando em um periodo de, no maximo, 24 h. Portanto, o seu papel na
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reducdo da filtragdo glomerular deveria, teoricamente, desaparecer apds este intervalo.
No entanto, o RFG continua diminuindo no decorrer do tratamento com GM e isso pode
ser explicado como sendo consequéncia da inflamacéo, estresse oxidativo e da liberacéo
de vasoconstritores que estimulam a contragdo vascular e mesangial (Thomson et al.,
2010; Komlosi et al., 2009; Blantz et al., 2007; Deng et al., 2004). A perda da seletividade
da barreira de filtragdo glomerular, devido a neutralizacdo das suas cargas negativas,
além da reducédo da quantidade e do tamanho dos poros das células do epitélio capilar
glomerular, repercutindo em menor area para ultrafiltracéo renal, sdo danos observados
e que também explicam o0 excesso de proteina urinaria nos ratos com IRA induzida pela
GM (Grauer et al., 2001; De-Barros-e-Silva et al., 1992).

Os dados obtidos, neste estudo, permitem afirmar que a metodologia utilizada
para induzir a lesdo renal foi eficiente. O comprometimento dos parametros
hemodinamicos renais avaliados comprovam a instalacdo da injuria assim como ja
demonstrado em diversos estudos recentes que utilizaram a GM como indutor de
nefrotoxidade (Kopler et al., 2015; Sawardekar et al., 2015; Samarghandian et al., 2015;
Sadeghi et al., 2015).

6.3.2 Exercicio aer6bio de intensidade moderada preveniu danos glomerulares
induzidos pela IRA medicamentosa

De modo geral, o exercicio aerdbio moderado, prévio a IRA, foi eficiente em
atenuar os danos renais glomerulares caracteristicos do modelo de lesdo utilizado. O
interesse de se investigar o efeito preventivo do exercicio fisico sobre a funcéo renal de
animais com IRA teve origem, além da constatacdo da escassez de dados na literatura
relacionando exercicio fisico e funcdo renal, em resultados anteriormente obtidos pelo
nosso grupo de pesquisa onde Ribeiro (2009) verificou que o treinamento fisico de
intensidade moderada induzia adaptacfes na funcédo glomerular de ratos normais
submetidos ao treinamento usando protocolo similar ao utilizado nesse estudo.
Atualmente, ja existem alguns relatos sobre os efeitos do exercicio no desenvolvimento e
progressdo de doencas renais, principalmente em quadros crbénicos (Sugama et al.,
2015; Neil et al., 2013; Nascimento et al., 2012; Kirsten et al., 2011; Heiwe et al., 2011;
Straznicky, 2011; Mustata, 2011; OH et al., 2006). Por exemplo, Fassett et al. (2009), ao

examinar a interagdo do exercicio fisico em individuos adultos com doenca renal cronica
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(DRC), observaram que esta pratica se relaciona com uma melhora no RFG. Entretanto,
nenhum trabalho relatando um possivel efeito do exercicio como estratégia terapéutica
na prevencdo e desenvolvimento da lesdo renal aguda foi encontrado na literatura

disponivel.

No presente trabalho, o treinamento prévio a inducéo de IRA atenuou os danos
glomerulares produzidos pela GM refletidos em uma menor elevagcdo da creatinina
plasmatica e menor reducdo do RFG (grupo T GM), quando comparados ao grupo NT
GM. Essa menor reducdo do RFG, nesse grupo, foi acompanhada por um menor
aumento do FU, embora nao tenha alcancado significancia estatistica, e por uma menor
frac@o de excregéo de agua. O treinamento prévio também tornou a proteinuria, causada

pela GM, menos intensa.

Dados anteriormente obtidos em nosso laboratério, mostraram que o0 exercicio,
por si s0, foi capaz de aumentar o RFG em ratos treinados, com protocolo similar ao aqui
utilizado, e mantidos em repouso (Ribeiro, 2009). Este aumento estava, em parte,
associado a elevacdo da vasopressina plasmatica. Aumentos no RFG causados por
este horménio, em ratos normais e nao treinados, ja tém sido bastante relatados. Gellai
et al. (1984) verificaram que a infusdo cronica de arginina-vasopressina, em ratos
Brattleboro, eleva o FSR e 0 RFG em cerca de 40%; esse aumento é reversivel apos o
término da infusdo. Outros autores ja fizeram a mesma constatacao; no entanto, o efeito
da vasopressina, sobre o RFG, dever-se-ia a sua acdo antidiurética e ndo a sua acéo
vasoconstritora renal, visto que esta correlacdo ndo é observada ap6s a administracéo
aguda de vasopressina (Frenkel et al.,, 2015; Geyssant et al., 1981). O aumento da
vasopressina induziria um aumento da reciclagem intra-renal de ureia que, por sua vez,
reduziria a concentragdo de NaCl na macula densa do aparelho justaglomerular. Esta
menor concentracdo de NaCl levaria a um aumento do RFG pelo mecanismo de
feedback tubulo-glomerular (Bankir et al., 2014; Fenton et al., 2014). Estudos revelam
gue o aumento no RFG observado em pacientes com queimadura pode resultar de um
aumento da reciclagem de ureia, favorecida pela maior excre¢cdo desta e maior
concentragdo plasmatica de vasopressina (Shirani et al., 1983). De forma similar, o baixo
RFG observado em ratos papilectomizados pode ser explicado pelo fato de que, embora

0s niveis de vasopressina e ureia estejam normais, a reciclagem da ureia é interrompida
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pela remocdo da porcdo terminal do ducto coletor, onde a acdo da vasopressina na

permeabilidade a ureia inicia o processo de reciclagem.

Em nosso estudo, pode-se especular que o treinamento fisico induziria liberagdes
cronicas de vasopressina que, pelo menos em parte, estaria relacionada ao aumento do
RFG observado no grupo T-GM. Ou melhor, em condi¢cdes de injuria onde o RFG

encontra-se reduzido, tal redugéo nao ocorreria ou ocorreria de forma menos acentuada.

A prevencgao, pelo treinamento, dos danos glomerulares causados pela GM
também poderia ser atribuida aos efeitos cardiovasculares do exercicio. De fato, varios
trabalhos mostram que os nervos simpaticos eferentes renais desempenham um papel
importante na regulacdo do FSR e, consequentemente, do RFG (Clayton et al., 2011;
Evans et al., 2007; Guil et al., 2004; Guild et al., 2002), uma vez que estimulos elétricos
nessas terminacdes diminuem o FSR total e a perfusédo cortical (Janssen et al., 1997).
Deste modo, existem indicios apontando para o efeito do exercicio fisico na funcéo
autonbmica, bem como na modulacdo do feedback aferente dos reflexos
cardiovasculares periféricos (Mortensen et al., 2014; Martinez et al., 2011; Negrao et al.,
2008; Li et al., 2008). Em humanos com DRC, o exercicio reduziu a atividade simpatica
renal (Noah, 2015; Li et al.,, 2008; Gao et al., 2007) provavelmente mediada pelo
quimioreflexo (Ding et al., 2008). Por conseguinte, estes dados sugerem que, em
condi¢cBes de lesdo, a reducao na perfuséo renal com ativagcdo do quimioreflexo resulta
em alteracdes na funcdo renal, o que repercute em menor RFG e disturbios no
metabolismo do Na' (Evans et al., 2007), parametros estes que poderiam ser

preventivamente melhorados pelo exercicio.

Outro fator relevante e que nao pode deixar de ser considerado, por se relacionar
com o efeito do exercicio na prevencao dos danos glomerulares nos animais com IRA, é
a producado de oxido nitrico (NO) no endotélio. O estresse por cisalhamento, devido ao
aumento do fluxo sanguineo em resposta a atividade fisica, leva a producdo de NO no
coracdo, na aorta e no musculo esquelético (McAllister et al., 2008; Zago et al., 2006). O
NO tem um papel importante no controle da pressédo arterial, aléem de apresentar
inUmeros efeitos renais como a regulacado da hemodinamica renal, da reabsorcao tubular
de Na’ e da atividade nervosa simpatica (Garvin et al., 2011; Mount et al., 2006), acdes

estas, envolvidas em mecanismos de protecdo renal. Adicionalmente, trabalhos da
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literatura revelam que a inibigcdo cronica da NO sintase (NOS) induz danos no sistema
urinario com proteinuria e esclerose glomerular ja que a expressao protéica de eNOS e
NNOS encontra-se diminuida em ratos com DRC (Erdely et al.,, 2003; Fujihara et al.,
2002; Verhagen et al.,, 2001). De acordo com Ito et al. (2013), ratos SHR que se
submeteram a exercicio fisico, apresentam um aumento na expressao de eNOS e nNOS
medular. Esta observagdo sugere que a producdo de NO induzida pela pratica fisica
pode inibir a reabsor¢cdo de NaCl na medula renal e diminuir a permeabilidade a agua
nos ductos coletores (Garvin et al., 2011; Mount et al., 2006), além de melhorar o fluxo
sanguineo medular e o proprio RFG (Mori et al., 2007; Tojo et al., 2006; Mount et al.,
2006). Em concordancia com esses dados, Agarwal et al. (2013) relataram que o
exercicio aumenta o RFG e atenua a injaria glomerular com a elevacdo da atividade da

eNOS no cortex renal de animais SHR.

Assim, a melhora verificada no RFG, em nosso estudo, poderia ser explicada, pelo

menos em parte, pelo aumento da sintese de NO em decorréncia do exercicio crénico.

Apesar de todas estas consideracoes, ndo se pode deixar de ser ressaltado que
dados obtidos por nosso grupo (dados ndo mostrados) indicam que as alteracdes de
RFG observadas, neste estudo, ndo devem ser resultantes de mudancas na perfuséo
renal visto que em experimentos utilizando Doppler da artéria renal de ratos treinados e,
em seguida, submetidos a inducéo de IRA com GM (grupo T GM), nao foram detectadas
alteracfes no indice de resistividade, quando comparados aos outros grupos. O indice
de resistividade reflete alteragdes no FSR.

5.3.3 O exercicio aerébio de intensidade moderada atenuou os danos renais tubulares
induzidos pela IRA medicamentosa

No presente estudo, o treinamento, por si s6, ndo afetou significativamente a
excrecao urinaria tanto de Na* como de K*. Esta observagdo esta em desacordo com os
achados de Ribeiro (2009), onde uma reducédo da FENa" e um aumento na FEK" foi
relatada em ratos treinados, por protocolo similar ao utilizado neste estudo, mantidos em
repouso. Uma possivel explicagdo para tal discrepancia pode ser o fato de que, no
estudo de Ribeiro, mesmo apés o término do treinamento (8 semanas), 0s ratos eram
submetidos, em dias alternados, a sessdes de exercicio nas mesmas condi¢cdes usadas

durante o treinamento. Em nosso estudo, os resultados apresentados foram obtidos
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apenas ao final do periodo de inducdo de IRA, ou seja, 5 dias ap6s o término do

treinamento.

Ja a inibicdo do aumento da FEK® pela GM, por nds observada, nos animais
treinados (grupo T-GM) pode estar relacionada a acdo protetora renal atribuida ao treino,
de forma a atenuar a nefrotoxidade do aminoglicosideo, que atua especificamente no
local onde ocorre maior reabsor¢do do ion K* (tlbulo proximal). A ativacdo do co-
transportador Na-K-2Cl pode estar super regulada em condi¢cdes de IRA associada ao

treino a fim de manter a homeostase corporal e evitar a perda excessiva de K* pela urina.

Novamente, no estudo de Ribeiro (2009), a menor FENa" e a maior FEK* em
animais treinados por protocolo similar foi acompanhada por uma tendéncia de aumento
(n&o alcancou significancia estatistica) da concentracdo plasmatica de aldosterona. Este
horménio aumenta a concentracdo intracelular de K’ por ativar a Na',K'-ATPase
estimulando, assim, a reabsorgcdo de Na*, o que eleva a eletronegatividade do limen e,
consequentemente, favorece a secrecdo de K*. Adicionalmente, a aldosterona apresenta
um efeito direto sobre a membrana luminal para aumentar a permeabilidade ao K*
(Palmer et al., 2015).

No entanto, pouco se sabe sobre a relagdo do exercicio crénico moderado e 0s
processos renais de reabsorcao e secrecao ionicas. Menos ainda se sabe a respeito da
acdo dessa pratica sobre a ativacio de transportadores de Na* e K* em nivel renal. Mais

estudos sao imprescindiveis para o entendimento destas interacdes.

A GM embora tenha produzido um aumento detectavel na FENa" (grupo NT-GM),
este ndo alcancou significancia estatistica e o treinamento prévio a inducdo de IRA ndo
afetou tal resposta (grupo T-GM). Ja a FEK™ foi acentuadamente elevada pela GM (grupo
NT-GM), elevacdo esta, bloqueada pelo treinamento prévio ao tratamento com GM
(grupo T-GM). Sabe-se que o ion Na* sofre apenas reabsorcéo tubular ao passo que o
K" sofre reabsorcéo e secrecdo tubulares, via bomba Na*,K*-ATPase. No entanto, este
processo podera sofrer desestabilizagdo decorrente da nefrotoxidade da GM, que ocorre
devido a sua capacidade de se acumular nas células do cortex renal promovendo danos
estruturais e funcionais, mais especificamente, nos segmentos S1 e S2 dos tubulos
proximais (Lopez-Novoa et al., 2011; Murer et al., 1998; Biber et al., 1996; Vandewalle et

al., 1981; Silverblatt et al., 1979). A enzima Na',K'-ATPase é bastante expressa na
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membrana basolateral das células tubulares e desempenha um papel crucial na
reabsorcdo e secrecdo destes ions. Sassen et al. (2006) observaram que ratos tratados
com GM apresentavam diminuicdo seletiva na expressdo do co-transportador Na* - K* -
2CI (NKCC2) no ramo ascendente espesso da algca de Henle. Neste segmento tubular, a
expressdo reduzida de NKCC2 prejudica significativamente a concentracdo urinaria, ao
impedir a formacao da hipertonicidade do intersticio medular. Portanto, a downregulation
do NKCC2 e de outros importantes transportadores de ions, pela GM, poderia contribuir

para o aumento da excrec¢&o urinaria do Na* e do K.

Em resumo, o treinamento prévio também foi eficiente em atenuar a nefrotoxidade
da GM em nivel tubular. A razdo comprovada para tal efeito é desconhecida, mas poder-
se-ia especular que a protecdo poderia ter ocorrido através da inibicdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos celulares desencadeados pelo antibiético. Estes mecanismos resultariam
em morte celular ou impediria a reducido da expressido de transportadores de Na* e K,

principalmente, nos tabulos proximais a fim de manter a homeostase corporal.

Embora ndo exista nenhum relato sobre o mecanismo pelo qual o treinamento
previne o aumento, pela GM, da excrecdo urinaria de ions como o K*, alguns trabalhos
tém mostrado que existe uma correlacao entre o exercicio e os transportadores renais de
Na® e K*. Por exemplo, Ciampone et al. (2011), ao investigar a participacéo do supressor
de sinalizacdo de citocinas (SOCS-3 renal) no controle da atividade da Ang Il renal em
ratos hipertensos e treinados, verificaram que o exercicio pode alterar, via receptor AT1 e
SOCS-3, o transporte de Na® e K* principalmente no tibulo proximal. Sabe-se que a
regulacdo da distribuicido do K para o meio intra ou extracelular € definido como
equilibrio interno de K* e, sob condigdes normais, os fatores mais importantes que
orquestram este movimento sdo as acOes exercidas pelas catecolaminas e insulina
(Palmer et al., 2010). A entrada do K" para o interior da célula é estimulada por
receptores B-adrenérgicos que, por sua vez, ativa a bomba Na*,K*-ATPase. Estes efeitos
desempenham um papel importante na regulacdo da liberagdo celular de K* durante o
exercicio fisico (Williams et al., 1985). Em circunstancias normais, esta pratica esta
associada com o movimento de K" intracelular para o espaco intersticial no musculo
esquelético. O acumulo deste ion no meio extracelular € um fator limitante da
excitabilidade e da forca contratil do masculo e esta envolvido com o desenvolvimento da

fadiga (McKenna et al., 2008; Clausen et al., 2007). Adicionalmente, este aumento
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intersticial também desempenha um papel importante na inducdo da vasodilatacdo
rapida, permitindo maior fluxo sanguineo muscular durante o trabalho fisico (Clifford,
2007). No entanto, nestas condi¢cOes, a liberacdo de catecolaminas limita o aumento
extracelular de K*, através da estimulacdo dos receptores B-adrenérgicos, prevenindo a

despolarizacdo exacerbada e a perda de excitabilidade e for¢a contrétil.

Por fim, ratificando o efeito preventivo do exercicio ao impedir o aumento da
excrecdo de K" (dano tubular) induzido pela GM, o aumento da excre¢do urinaria da
enzima gama GT, em resposta ao antibiético (grupo NT GM), também foi bloqueado pelo

treinamento prévio a IRA (grupo T GM).

A enzima gama GT é uma enzima de membrana que tem um papel critico na
homeostase da glutationa, além de atuar como um importante fator antioxidante de
defesa (Karp et al.,, 2001). A gama GT esta localizada principalmente na superficie
luminal da membrana plasméatica do epitélio dos tubulos proximais onde, entdo, a sua
atividade é mais elevada (Turgut et al., 2003; Nemesanszky et al., 1985; Tate et al.,
1985). O aumento da excrecao urinaria de gama GT pode ser devido a 2 fatores: O
primeiro, € a isquemia parcial ou completa dos rins que impede a oxigenacao do epitélio
tubular e leva a reducdo do ATP, desencadeando eventos bioquimicos responsaveis por
danos fatais e morte celular (Henry et al., 2002). O segundo, pode ser devido a entrada
de mioglobina nos rins causando danos renais e liberacdo de gama GT que € excretada

na urina (Clarkson et al., 2006).

Inimeros trabalhos tém relatado que a excrecdo de proteinas na urina aumenta
ap6s sessbes de treinamento e, este aumento, depende mais da intensidade do
exercicio do que da duracdo (Shavandi et al., 2012; Ayca et al., 2008; Bellinghieri et al.,
2008). No entanto, nenhum dado relacionando a gama GT urinaria ao exercicio fisico em

condi¢Bes de IRA foi encontrado na literatura.

A habilidade dos rins em manter a tonicidade e o balan¢o hidrico requer que os
tubulos sejam funcionais e responsivos a vasopressina. Estas funcdes podem ser
avaliadas por medidas de concentragcdes de solutos na urina. Em nosso estudo,
nenhuma diferenca significativa foi detectada no clearance osmolar, entre 0s 4 grupos
estudados. Ja o clearance de 4gua livre, embora mais positivo no grupo NT-GM, quando

comparado com os grupos NT-SAL e T-GM, tais diferencas ndo alcangcaram significancia
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estatistica. Ao comparar os grupos NT-GM e T-GM, poder-se-ia especular que uma
maior reabsorcédo de agua livre no grupo T--GM seria em decorréncia de um possivel
aumento da vasopressina circulante em resposta ao exercicio fisico. Neste estudo, no
entanto, a concentracdo da vasopressina plasmatica ndo foi determinada mas, em
estudo anterior, Ribeiro (2009) mostrou que o treinamento moderado eleva o nivel

circulante desse hormdnio, o que resultaria em menor perda de agua livre pela urina.

6.4 Possiveis mecanismos associados ao exercicio ae robio moderado envolvidos

na melhora da IRA medicamentosa

Com o intuito de investigar os possiveis mecanismos de a¢do do exercicio aerobio
de intensidade moderada, na atenuacdo dos danos glomerulares e tubulares induzidos
pela GM, a expressao renal de RNA mensageiro que codifica alguns componentes do
SRA e do SCC foi analisada. A expressdo de RNA mensageiro que codifica a ECA,
enzima que produz Ang Il e hidrolisa cininas como a BK, LBK e TK, foi elevada tanto pela
GM (grupo NT-GM), como pelo exercicio (grupo T-SAL), isoladamente, sendo que o
treinamento prévio bloqueou totalmente o aumento da ECA induzido pela GM. Esta
observagdo poderia indicar um aumento da producdo de Ang Il e/ou da hidrolise de
cininas nas condi¢Bes isoladas de treinamento prévio ou de lesdo renal. No entanto, de
forma contraria e ja na década de 80, Luft et al. (1982) relataram que o captopril, um
inibidor da ECA, administrado concomitantemente com GM (80 mg/kg/dia), por 10 dias,
em ratos, ndo impediu o desenvolvimento de alteracbes glomerulares nem tubulares
associadas a toxicidade da GM. Cabe ressaltar que um paralelo entre os resultados
obtidos nos dois estudos é dificil de ser tragado porque o captopril, ao inibir a ECA, além
de bloquear a formacao de Ang Il também impede a degradacéo de cininas que poderia
favorecer o processo inflamatorio desencadeado pela GM. Nesse contexto, em nosso
estudo, foi observado que a GM aumenta a expressao de receptores Bl de cininas, 0s
guais estdo relacionados a processos inflamatorios (Schanstra et al., 2000; Marin-
Castano et al., 1998) e, uma vez acionados, causam vasoconstricdo renal (Guimaraes et
al., 1986).

Com o aumento da expressao renal de ECA, poder-se-ia esperar um aumento da

expressdo de RNA mensageiro que codifica receptores AT1, também no rim. No entanto,
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no presente estudo, a expressédo de tais receptores nao foi significativamente afetada em
nenhum dos 4 grupos. Ou seja, o treinamento prévio a GM (grupo T-GM) ndo modificou a
expressao de AT1 quando comparada ao grupo NT-GM. Contrariamente, Ciampone et
al. (2011) relataram que ratos hipertensos (SHR), submetidos a treinamento por natagcao
durante 16 semanas, apresentaram uma diminui¢cdo da expressao do receptor AT1 renal.
Esta reducdo nio foi observada em ratos normotensos. E importante salientar que em
nosso estudo, 0s ratos permaneceram normotensos nos 4 grupos e que a técnica de
treinamento foi corrida em esteira e ndo natagdo (estudo de Ciampone et al.). Por isso, €
importante frisar que alguns trabalhos recentes confirmam que o exercicio fisico, embora
ndo modifigue a expressdo renal de ECA e dos receptores ATl em animais
normotensos, promove redugdo dos mesmos em animais SHR (Silva Jr et al., 2015;
Agarwal et al., 2012).

Nenhuma alteracdo significativa foi detectada na expressdo renal de RNA
mensageiro que codifica para a ECA 2 e para o receptor MAS, o que indica que, sob as
condi¢Bes utilizadas neste estudo, o eixo ECA2/Ang(1-7)/MAS parece nao ser acionado.
Estudo recente (Ren et al.,, 2016) mostrou que o treinamento utilizando técnica e
protocolo similares aos usados em nosso estudo promoveu upregulation do eixo
ECA2/Ang(1-7)/MAS. Porém, novamente tal observacéo foi obtida em ratos SHR, o que
difere do que ocorre com animais normotensos, onde tal eixo permaneceu inalterado

apos o exercicio.

Com relacdo ao SCC, dados da literatura tém mostrado que o bloqueio da acéao da
BK tem efeito protetor em modelos de injurias renais cronica e aguda (Aburto et al., 2014;
Pereira et al., 2011; Klein et al., 2009; Christopher et al., 2002). Além do mais, a auséncia
ou bloqueio dos receptores B1 pode impedir os danos nefrotoxicos caracteristicos dos
modelos de doenca renal (Estrela et al., 2014; Tu et al., 2008; Schanstra et al., 2002;
Hirawa et al., 1999; Chao et al., 1998). Este efeito benéfico (reducdo da atividade de
receptores Bl) esta relacionado com a reducdo de espécies reativas de oxigénio e
apoptose (Estrela et al.,, 2014; Wang et al., 2009; Kakoki et al., 2007; Bledsoe et al.,
2006; Wang et al., 2006; Zhang et al., 2004). Utilizando um modelo de hipertrofia
cardiaca induzida por isoproterenol (0,3 mg.kg*.day™), Silva Jr et al. (2014) observaram
gue o exercicio pode prevenir a hipertrofia pela modulacdo do SCC e angiogénese. A

expressdo de RNA mensageiro para o receptor B1 no coragdo dos animais treinados foi
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inibida pelo protocolo de treinamento (corrida em esteira/1 h por dia/6 dias por
semana/l3 semanas), resultado similar ao obtido neste estudo quando se associou 0

treinamento a IRA.

Esta bem estabelecido que apesar das diferencas entre o SRA e o SCC, os
mesmos tém em comum a participacdo da ECA. A razédo pela qual, em uma dada
situagao, essa enzima pode favorecer a formacao de Ang Il ou a degradacao de cininas,
no entanto, ndo € conhecida. Nesse sentido, levando-se em consideracdo apenas as
cininas BK e cininas alongadas na posicdo N-terminal, como a LBK e TK, alguns
trabalhos mostraram que além destas 2 ultimas poderem dar origem a BK por acédo de
aminopeptidases, que as hidrolisam na por¢cdo N-terminal, por outro lado e de forma
curiosa, a LBK e TK parecem ser mais resistentes a hidrolise pela ECA pela porcao C-
terminal (Passaglio & Vieira, 1996; Guimaraes et al., 1986). Mesmo que mais resistentes,
tais cininas seriam capazes de reconhecer e ligar ao sitio ativo da ECA, mas a hidrolise
ndo ocorreria. Com esta ligacdo a ECA sem a subsequente hidrolise, a acdo da cininase
|, que também hidrolisa LBK e TK e forma agonistas de receptores B1 (des-Arg'°-LBK e
des-Arg*-TK), seria favorecida pela maior “disponibilidade” de substrato (LBK e TK), o
gue resultaria em uma maior formacéo de agonistas B1 e maior expressao de receptores
B1, como observado para a GM, em nosso estudo. Adicionalmente, a exemplo do
observado por Silva Jr et al. (2014) na hipertrofia cardiaca, o treinamento fisico prévio
bloqueou o0 aumento da expresséao de receptores B1 na IRA induzida pela GM, indicando
gue o exercicio exerce, assim, um efeito benéfico na prevencdo dos danos renais

caracteristicos de uma IRA como a induzida pela GM.

Considerando que tanto o0 SRA como o SCC possuem componentes relacionados
a processos inflamatérios e que ao exercicio fisico tem sido atribuida uma acéo
antinflamatéria (Ren et al., 2015; Ciampone et al., 2011; Wang et al., 2008), a expressao
de RNA mensageiro que codifica algumas citocinas também foi investigada neste estudo.
A expressdo renal das citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 foi similar nos 4 grupos
sob estudo, ou seja, a GM ou o treinamento, per se, ou a GM precedida pelo treinamento
nao afetou a expresséao de tais citocinas. Ja esta bem estabelecido que a GM aumenta a
infiltracdo de macrofagos e eleva o TNF-a renal contribuindo para a progressao da nefrite
medicamentosa (Sahu et al., 2013). Esta citocina pode ativar a transcricdo do fator

nuclear-kB (NF-kB) que ao ser translocado para o nucleo, aumenta a ativacao de genes,
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como por exemplo, da IL-6, INOS, TNF-a e COX-2 (Gonzalez-Ramos et al., 2012; Ozbek
et al.,, 2009; Amigo et al., 2008). A IL-6, outra citocina proinflamatéria, também esta
envolvida nos processos inflamatoérios (Kishimoto et al., 2010). Segundo ElI Gamal et al.
(2014), ratos tratados com GM (85mg/kg, por 8 dias), exibiram elevacao significativa da
expressdo da proteina renal IL-6, como também de TNF-a. Estes dados corroboram
resultados de estudos anteriores que mostraram aumento da ativagao de NF-kB, seguido
por um aumento da concentracdo das citocinas inflamatérias TNF-a e IL-6 (Bae et al.,
2013; Kalayarasan et al., 2009). Como ja dito anteriormente, nesse estudo, nenhuma
alteracédo foi observada na expresséo renal do TNF-a e da IL-6. Uma possivel explicacao
para tal resultado € que a expressédo foi analizada ao final de todos os procedimentos
experimentais. Como a expressao génica, em nosso estudo, antecede a expressao
protéica, como no trabalho de El Gamal et al., a primeira ja poderia ter retornado aos
niveis basais e, assim, qualquer alteracdo que eventualmente tenha ocorrido mais
precocemente, ndo poderia ser detectada tardiamente (ao final do exercicio e tratamento
com GM). Para esclarecer esta hipotese, torna-se importante a medida da concentracao
das proteinas TNF-a e IL-6 renais. Por fim, a expressdo de RNA mensageiro que codifica
a citocina antiinflamatoria I1L-10 também foi objeto deste estudo. Primeiramente e de
forma inexplicavel, o treinamento, por si s6 (grupo T-SAL), reduziu a expressao da IL-10
guando comparada ao grupo NT-SAL. Mais uma vez poder-se-ia especular que a
expressdo génica diminuida reflete um aumento na expressao protéica renal dessa
citocina (também n&o mensurada neste trabalho). A expressdo renal de IL-10 foi
aumentada pela GM, efeito este, bloqueado pelo treinamento prévio a indugéo da IRA. O
resultado obtido com a GM, neste estudo, esta de acordo com trabalhos da literatura que
relataram uma elevacdo dos niveis sanguineos de IL-10 em seres humanos com IRA
(Karkar et al., 2008; Simmons et al., 2004). Cabe ressaltar que em nosso estudo a
andlise da expressao de IL-10 foi feito apds a interrupgdo da inducéo da IRA. A diferencga
para com os trabalhos supracitados pode residir no fato de que o aumento da
concentracdo plasmatica dessa citocina foi observado em seres humanos francamente

doentes.

A Figura 25 mostra um esquema que compara e sumariza 0S eventos que
poderiam estar acontecendo na IRA induzida pela GM em ratos sedentarios (grupo NT-

GM) (a esquerda) e o efeito do treinamento prévio nesse mesmo tipo de IRA (grupo T-
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GM) (a direita). Observa-se que a GM é capaz de ativar o SCC, por uma via hipotética,
uma vez que cininas alongadas na porcdo N-terminal (LBK, principal cinina renal)
apresentam maior resisténcia a hidrélise pela ECA, o que favorecera a atividade da
cininase |, aumento da sintese de agonistas do receptor B1 e consequentes alteracdes
de parametros renais como aumentos de creatinina plasmatica, de K+, gama GT
urinarios, proteindria e queda de RFG (Fig. 25, esquerda). O treinamento fisico,
provavelmente, € capaz de reduzir a resisténcia atribuida a LBK pela ECA, desta forma,
desfavorecendo a atividade da cininase |, a formacdo dos agonistas de B1, a ativacao
deste receptor e consequentemente todas as alteracbes observadas nos parametros
renais (Fig. 25, direita).

IRA medicamentosa TREINAMENTO e
- . IRA medicamentosa
Cininogénio Cininogénio

Callcrema renal
Calicreinarenal

LBK TECA {LBK + ECA=MAIOR

LBK ECA {LBK + ECA + Treino= MENOR
resisténciaahidrolise) resmten ciaa hidrélise)
Atividade da Cininase | & Atividade da Cininase | &
favorecida desfavorecida

TDes—Arg10 LB ig?mmp'am ,Des-Arg'’-LBK

l M+ urina
1 Proteiniria

TB1 TGama GT urinaria LB']
[0 IL-10

Figura 25. Esquema que sumariza 0s eventos que poderiam estar ocorrendo nos
grupos NT-GM (a esquerda) e T-GM (a direita). O esquema tem como base parte dos
resultados descritos no presente estudo, bem como dados da literatura e algumas
hipéteses ainda ndo comprovadas mas que constituem boas hipoteses a serem

investigadas
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7 CONCLUSAO

O treinamento aerdbio de intensidade moderada minimizou os efeitos renais da

GM e envolve a participacdo do sistema calicreinas — cininas.
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