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RESUMO

Embora os efeitos benéficos do treinamento fisico sobre o sistema
cardiovascular sejam amplamente conhecidos, poucos sdo os dados a respeito
dos seus possiveis efeitos em outros sistemas como, por exemplo, o sistema
renal. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do treinamento
fisco de intensidade moderada na melhoria da injaria renal aguda induzida pela
gentamicina (GM). O experimento, com ratos Wistar, teve a duracdo de 5
semanas. Na 12 semana, os ratos foram adaptados a esteira e as gaiolas
metabdlicas, nas quais foram colocados individualmente. Os ratos foram
divididos nos grupos sedentario (Sed) e treinados (T). Estes ainda foram
divididos nos subgrupos: Sed salina (Sed SAL), Sed GM, T salina (T SAL) e T
GM. Na 22 semana, iniciou-se o treinamento dos grupos T (T SAL e T GM) por
meio de corrida em esteira (18 metros/min, 30 min/dia, 3 dias/semana, por 4
semanas) até a 52 semana. Os grupos Sed (Sed SAL e Sed GM) também
tiveram acesso a esteira (5metros/min, 3 dias/semana, por 4 semanas). Ainda
na 22 semana, foi administrada GM (80 mg/kg/dia, 0,1 ml/100g) nos ratos dos
grupos Sed GM e T GM por via subcutanea (s.c.), por 5 dias. Os grupos Sed
SAL e T SAL receberam NaCl 0,9%, s.c., por 5 dias. Amostras de urina e
sangue foram coletadas ao final de cada semana para avaliacdo de parametros
de funcéo renal. Ao final do experimento, os rins foram coletados para analises
histoldgica e morfométrica. Os dados foram analisados por One-way Anova
seguidos de teste de Newman-Kewls e teste t pareado, quando apropriado.
Uma melhoria da funcéo renal, no grupo T GM, foi observada, em geral, na 22 e
32 semanas de treinamento. Assim, na 22 semana alguns parametros variaram
como a segquir: creatinina plasmatica (T GM, 0,54 + 0,09 vs Sed GM, 1,08 +
0,15 mg/dl), clearance de creatinina (T GM, 1,36 + 0,22 vs Sed GM, 0,57 +
0,22L/24h), FEH,O (T GM, 1,51 + 0,38 vs Sed GM, 7,46 + 1,89%), FENa" (T
GM, 0,86 £ 0,15 vs Sed GM, 2,6 =+ 1%). Ja a proteindria, na 32 semana, foi:
grupo T GM, 9,45 + 1,51 vs Sed GM, 17,77 + 3,95 mg/24h e, ao final do
experimento, a analise morfométrica mostrou: grupo T GM, 54,23 + 7,30 vs Sed
GM, 92,15 + 18,48 células/campo e tamanho da &rea intersticial em pm? — T
GM, 7.934,84 + 1.095,47 vs Sed GM: 10.711,0 + 1.097,7. Nesse estudo, as
alteracdes na maioria dos parametros renais avaliados iniciaram na 22 semana
e persistiram até a 32 semana, retornando aos niveis basais a partir desse
periodo. Os dados sugerem, portanto, que o treinamento fisco de intensidade
moderada promoveu uma melhoria dos danos renais observados na injlria
renal aguda induzida pela GM.

Palavras chaves : Func¢do renal, injaria renal aguda, gentamicina, treinamento
fisico.



ABSTRACT

Although beneficial effects of exercise training on cardiovascular system are
well stablished, data regarding exercise effects on other physiological systems
as renal system are scarce. Thus, the aim of this study was to investigate the
effect of moderate aerobic exercise training in improving acute renal injury
induced by gentamicin (GM). Experiment with Wistar rats lasted for 5 weeks. In
the 1% week rats were adapted to treadmill and metabolic cages where they
were kept individually. Rats were divided into sedentary (Sed) and trained (T)
groups. Sed and T groups were then divided into Sed saline (Sed SAL), Sed
GM, T saline (T SAL) and T GM subgroups. Exercise training of T groups (T
SAL and T GM) in treadmill (18 meters/min, 30 min/day, 3 days/week, 4 weeks)
started in the 2" week and lasted until 5™ week. Rats of Sed groups (Sed SAL
and Sed GM) also had access to treadmill (5 meters/min, 5 min/day, 3
days/week, 4 weeks). In 2" week GM (80 mg/kg/day, 0.1 ml/100g) was
administered to rats of Sed GM and T GM groups, subcutaneously (s.c.), for 5
days. Rats of Sed SAL and T SAL groups were injected with 0.9% NacCl (sc), for
5 days. Urine and blood were collected at the end of each week in order to
evaluate renal function parameters. At the end of experiment, kidneys were
collected for histological and morphometric analysis. Data were analysed by
One-way Anova followed by Newmann-Keuls test or by paired t test. An
improvement in renal function of T GM group was observed in 2" and 3" weeks
of training. In 2" week some renal parameters were as following: plasma
creatinine (T GM, 0.54 £ 0.09 vs Sed GM, 1.08 = 0.15 mg/dl), creatinine
clearance (T GM, 1.36 +0.22 vs Sed GM, 0.57 + 0.22 L/24h), FEH,O (T GM,
1.51 +0.38 vs Sed GM, 7.46 + 01.89%), FENa" (T GM, 0.86 + 0.15 vs Sed GM,
2.60 + 1.00%). In addition, proteinuria in the 3" week was: T GM, 9.45 + 1.51 vs
Sed GM, 17.77 £ 3.95 mg/24h and, at the end of experiment, morphometric
analysis showed: T GM group, 54.23 = 7.30 vs Sed GM, 92.15 *+ 18.48
cells/field and intersticial area in pm? T GM, 7,934.8 + 1,095.5 vs Sed GM,
10,711.0 + 1097.7). Renal changes usually started in 2" week and remained in
3" week reaching basal levels after that for most renal parameters evaluated.
Data suggest that moderate aerobic training induces an improvement in renal
damages observed in acute renal injury induced by GM.

Keywords: Renal function, acute renal injury, gentamicin, aerobic exercise.
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1 INTRODUCAO

1.1 Funcéo renal

Os rins realizam uma ampla variedade de fun¢des no organismo, sendo
a maioria delas de fundamental importancia para a vida. Dentre as funcdes
realizadas pelos rins estdo a regulagdo do equilibrio hidrico e eletrolitico,
excrecdo de residuos metabdlicos e substancias bioativas — horménios e
muitas outras substancias estranhas, especialmente farmacos — que afetam a
funcdo do organismo, regulacdo da pressao arterial, producdo de eritrocitos,
por meio da sintese da eritropoietina, e regulacédo da producgéo de vitamina D.
O processo de gliconeogénese, embora ocorra principalmente no figado,
também ocorre no tecido renal (Eaton & Pooler, 2006).

Quando os rins, por algum motivo, tornam-se incapazes de remover 0s
produtos da degradacdo metabdlica do organismo ou de realizar suas funcées
reguladoras, instala-se a injuria renal (Ribeiro et al., 2008). A injaria renal &
uma doenca sistémica e consiste na via comum de muitas doengas renais e do
trato urindrio (Smeltzer & Bare, 2002), além de outras doencas sistémicas

como a hipertenséao arterial sistémica e diabetes mellitus (Jenkis et al., 2010).

1.2 Injdria renal aguda

Quando os rins diminuem, de forma lenta e gradual, a sua capacidade
funcional instala-se um processo conhecido como doenca renal cronica,
patologia que apresenta grande importancia na morbidade e mortalidade no

Brasil. Estudo epidemiologico realizado no Brasil sobre terapia renal



2
substitutiva revelou que em 2009 havia 77.589 pacientes em dialise e que a
prevaléncia e a incidéncia de doenca renal crbnica em estagio terminal
correspondia a cerca de 405 e 144 por milh&do na populagéo, respectivamente
(Sesso et al., 2010). Essa disfuncédo caracteriza-se por alteracdes na taxa de
filtracdo glomerular e/ou presenca de lesdo parenquimatosa mantidas por pelo
menos trés meses (Kirsztajn & Bastos, 2007).

Por outro lado, a diminuicdo da funcdo renal pode ocorrer de maneira
abrupta e nesse caso € denominada por injuria renal aguda (IRA) (Portella et
al., 2012). Nessa situacdo os rins podem, em um periodo futuro, recuperar o
seu funcionamento de maneira quase normal (Guyton & Hall, 2011; Portella et
al., 2012). Com a perda da funcdo renal ocorre acumulo de substancias
nitrogenadas (ureia e creatinina) e incapacidade renal de manter a homeostase
hidroeletrolitica do organismo (Monedero et al., 2011). A reducédo do ritmo de
filtracdo glomerular (RFG) e do fluxo sanguineo renal € o ponto crucial da IRA
(Santos, 2001). No entanto, apesar dos avancos importantes obtidos no
entendimento dos mecanismos fisiopatoldégicos da doenca, nas técnicas de
terapia intensiva e nos meétodos dialiticos a mortalidade se mantém elevada,
em torno de 50% dos casos (Schor et al., 2003).

Diante das dificuldades de se investigar, em humanos, os mecanismos
pelos quais essa fisiopatologia aguda se instala e evolui, tem sido utilizados
modelos experimentais de IRA em animais objetivando reproduzir esse quadro
em relacdo ao observado na pratica clinica (Zhou et al., 2000; Chen et al.,
2003). Esses modelos de estudo permitem, portanto, uma analise mais
aproximada e detalhada dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos nesse

disturbio.



1.3 Gentamicina

Dentre os modelos de estudo utilizados encontra-se a IRA induzida por
medicacdo como, por exemplo, por antibidticos como a gentamicina (GM)
(Singh et al., 2012). A GM € um aminoglicosideo comumente utilizado na
pratica clinica no tratamento de infec¢cbes por bactérias Gram-negativas,
porém, € altamente nefrotéxico. Dados demonstram que aproximadamente
30% dos pacientes tratados com esse farmaco por um periodo maior que sete
dias apresentam sinais de nefrotoxicidade e a porcentagem dos pacientes com
lesGes renais aumenta com a duracdo do tratamento atingindo cerca de 50%
ap0s o 14° dia (Ali, 2003; Atessahin et al., 2003). A toxicidade da GM é
atribuida aos grupamentos amina encontrados em sua constituicdo molecular

(Santos et al., 1990) (Fig. 1).

rH R
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Figura 1 — Estrutura quimica da GM (C  »1H43N505).

A lesdo causada pela GM tem sido, tradicionalmente, caracterizada por
lesdo no tubulo proximal, denominada de necrose tubular aguda (Ekor et al.,

2006). A droga acumula-se nas células epiteliais tubulares, especialmente nos
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lisossomos, causando uma série de efeitos como destruicdo da borda em
escova, necrose tubular, apoptose e protedlise macica. Além disso, também
provoca morte celular por geracdo de radicais livres, fosfolipidose, estimulagéo
do receptor sensivel ao célcio extracelular e catastrofe energética, reducao do
fluxo sanguineo renal e inflamacdo. Contudo, os danos causados pela GM néo
sdao apenas tubulares uma vez que a reducgao do RFG e consequente aumento
da concentragdo plasmatica de creatinina sdo quadros caracteristicos da
nefrotoxicidade causada por esse farmaco (Cuzzocrea et al., 2002; Ekor et al.,
2006; Portella et al., 2012) e ndo podem ser explicados apenas por obstrucdes
causadas por detritos celulares nos tubulos renais. De fato, estudos mais
recentes tém demonstrado interacdes tubulares, glomerulares e vasculares da
GM para explicar a nefrotoxicidade observada no tratamento com esse farmaco
(Lopez-Novoa et al., 2011).

Diante da gravidade que representa o quadro de injuria renal, € muito
importante que multiplas estratégias terapéuticas sejam adotadas para se
evitar a instalacdo e cronificacdo desse disturbio. Nesse sentido, ressalta-se
que medidas terapéuticas ndo farmacolégicas, como a pratica de exercicios
fisicos, por exemplo, aléem de apresentarem baixo custo, apresentam risco
minimo para saude e ainda podem contribuir para 0 aumento da eficacia do

tratamento medicamentoso.

1.4 Treinamento fisico

O exercicio fisico € uma situagdo que requer um aumento da demanda
energética da musculatura exercitada e, consequentemente, do organismo

como um todo, retirando-o de sua homeostase (Brum et al., 2004). Enquanto
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uma Unica sessao leva a comportamentos fisiologicos transitorios, a realizagcéo
de vérias sessbGes de exercicio fisico produzem adaptagcBes cronicas que
podem ser denominadas de respostas ao treinamento fisico (Hamer et al.,
2006).

O treinamento fisico tem papel bastante relevante para a saude, pois
atua na prevencado e no tratamento de diversas patologias, entre elas a
hipertensao arterial sistémica (Pescatello et al., 2004; Coelho & Burini, 2009;
Leosco et al., 2013; Sharman et al., 2014), dislipidemias e diabetes mellitus,
causas importantes de morbidade e mortalidade entre adultos e idosos (Coelho
& Burini, 2009).

Estudos demonstram que tanto o treinamento fisico aerébio quanto o
resistido promovem melhorias na saude (Kelley et al.,, 2000; Fagard et al.,
2001; Moraes et al., 2005; Casonatto et al., 2009). O treinamento fisico aerdbio
€ geralmente definido como a pratica regular de qualquer exercicio que envolva
0 uso de grandes grupos musculares por intensidade e duracdo suficientes
para treinar o sistema cardiorrespiratorio (ACSM, 2003). Nesse tipo de
treinamento fisico ha o predominio do metabolismo aerébio, ou seja, da via
oxidativa para o fornecimento de ATP, tendo carboidratos e gordura como seus
principais substratos energéticos (Fox et al., 1992)

O treinamento fisico causa adaptacdes que conferem maior capacidade
ao organismo para responder ao estresse do exercicio (Diretriz de reabilitacéo
cardiaca, 2005). Desta forma, apos ajustes morfolégicos e funcionais, um
exercicio de mesma intensidade absoluta (mesma velocidade e inclinacao da
esteira, por exemplo), provocaria menores efeitos agudos apdés um periodo de
treinamento fisico (Moraes et al., 2005). Ainda segundo Moraes et al (2005), as

adaptacdes decorrentes do treinamento fisico podem ser muito heterogéneas,
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dependendo ndo s6 das caracteristicas do exercicio a ser realizado, mas
também da presenca de condi¢des patoldgicas associadas e da capacidade
funcional prévia do praticante.

Dentre as abordagens mais discutidas relacionadas ao treinamento
fisico estdo as melhorias que ele promove no sistema cardiovascular,
principalmente, aquelas induzidas pelo treinamento fisico aerébio (Almeida &
Araujo, 2003; Cornelissen & Fagard, 2005). Esse tipo de treinamento, de modo
geral, aumenta o volume sistdlico maximo, o débito cardiaco maximo e a
tolerancia a acidose muscular, permitindo o alcance do consumo maximo de
oxigénio (VO,max) (Moraes et al., 2005).

Os componentes essenciais do treinamento fisico sdo a intensidade, a
duracdo, a frequéncia e a progressdo do exercicio. A interacdo dessas
variaveis resulta na sobrecarga cumulativa a qual o tecido ou 6rgao tera que
adaptar-se. Protocolos de treinamento fisico aerdbio usados recentemente em
estudos com ratos, camundongos e coelhos foram determinados a partir das
respostas desses animais aos testes de esforco maximo progressivo (TEMP)
(Véras-Silva et al., 1997; Moraes et al., 2004; Carvalho et al., 2005; Evangelista
et al., 2005; Martins et al., 2005;). Semelhante aos estudos conduzidos em
humanos, nem todos os TEMP realizados em animais sdo acompanhados da
medida direta do VO2max (Moraes et al., 2004; Carvalho et al., 2005; Martins et
al., 2005;).

A intensidade ideal do treinamento fisico que promove beneficios a
saude é um tema controverso na literatura. Estudos tém demonstrado que a
intensidade moderada, em conjunto com uma regularidade de treino, parece

ser a mais eficiente, por exemplo, na promocdo de beneficios a funcéo
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endotelial. Ao contrario, exercicios de leve e alta intensidades ndo foram
capazes de gerar nenhum beneficio semelhante (Goto et al., 2003).

Ja Rossoni et al. (2011), descrevem que o0s exercicios de leve a
moderada intensidade s&do capazes de reverter alteracdes cardiacas
associadas a hipertendo arterial sistémica reduzindo, inclusive, a presséo
arterial (Véras-Silva et al., 1997; Rondon & Brun, 2003; Laterza et al., 2007).
Corroborando com essa idéia Pinho et al. (2010) também relatam que o
treinamento fisico de intensidade leve a moderada, é recomendado para a
manutencdo da saude e prevencdo de inUmeras doencas cardiovasculares.
Além disso, segundo Polidori et al. (2000), exercicios regulares nessa faixa de
intensidade reduzem a producdo de oxidantes e a ocorréncia de danos
oxidativos melhorando o sistema de defesa antioxidante e aumentando a
resisténcia dos 6rgéaos e tecidos contra a acao deletéria dos radicais livres.

Por outro lado, exercicios de alta intensidade, segundo Ferreira et al.
(2003), podem acarretar dores articulares, musculares e fadiga precoce
acarretando menor adesédo do praticante ao programa. Além disso, parecem
induzir reacdes inflamatodrias e producdo exacerbada de radicais livres (Telesi
& Manchado, 2008; Pinho et al., 2010; Ochoa et al., 2011). Ademais, segundo
estudo realizado por Véras-Silva et al. (1997), o treinamento fisico de alta
intensidade também nd&o foi capaz de reduzir a pressdo arterial apos 12
semanas de treinamento em ratos espontaneamente hipertensos. Reducdes
cronicas na pressao arterial parecem ser maiores para treinamentos com
intensidades moderadas do que para altas intensidades (Kesaniemi et al.,
2001). Nesse contexto, durante o0 exercicio, treinar em intensidades
moderadas pode repercutir em menor estresse cardiaco, além do resultado, a

longo prazo, ser mais eficiente. Assim, apesar da polémica existente em torno
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dessa questdo, a intensidade moderada parece ser a mais apropriada para
individuos sedentarios que buscam beneficios cardiovasculares por meio do
exercicio aerébico regular (Goto et al., 2003; Almeida & Araujo et al., 2003;

Santulli et al., 2013).

1.5 Treinamento fisico e funcéo renal

Os beneficios do exercicio aerébio crénico sobre o coragcdo aumentaram
a expectativa de vida, bem como reduziram a ocorréncia de eventos
cardiovasculares (ACSM, 2003). Como mencionado, existem atualmente
inimeros estudos que abordam variaveis relacionadas a tais beneficios
(Powers & Howley, 2009; Mcardle et al.,, 2011). Nestes trabalhos, as
adaptacdes cardiovasculares, seguidas de adaptacdes bioquimicas e
metabdlicas induzidas pelo treinamento fisico aerdbio, sdo investigadas com
freqiéncia bastante superior quando comparada aos estudos referentes as
adaptacdes geradas em outros sistemas fisiologicos. Ressalta-se, por exemplo,
que ndo ha mencédo as adaptacdes renais causadas pelo exercicio aerobio
regular nessas fontes bibliograficas. Contudo, apesar dos poucos trabalhos,
tem sido demonstrado que o exercicio aerébio cronico apropriado melhora a
qualidade de vida e a baixa capacidade funcional de pacientes com doencas
renais (Cheema & Singh, 2005; Molsted et al., 2004; Kanazawa et al., 2006).

Diante a escassez de dados relacionando exercicio fisico e funcéo renal,
em 2009, foi instalado no laboratério de Fisiologia Renal “Prof. Fernando
Alzamora” uma esteira que permite o treinamento fisico de animais, a fim de se
investigar seu possivel efeito sobre o sistema renal. O primeiro trabalho

realizado nesse periodo objetivou mostrar se, mesmo em animais saudaveis, 0
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treinamento fisico era capaz de produzir adaptacdes a nivel renal (Ribeiro,
2009). Os ratos foram entdo submetidos a um protocolo que consistiu em um
periodo de treinamento de oito semanas com sessfes de 60 min/dia e
frequéncia de 5 dias/semana. Os resultados, dentre outros, mostraram que 0s
animais treinados em relacdo aos néo treinados apresentaram uma menor
fracdo de excrecdo de sédio (FENa'), acompanhada por uma tendéncia de
aumento da aldosterona plasmatica, assim como uma menor fracdo de
excrecdo de potassio (FEK®). Além disso, os animais treinados apresentaram
um clearance de agua livre mais negativo (CH,O) em relagcdo aos néo
treinados, fato esse acompanhado por um aumento plasmatico do horménio
anti-diurético (HAD) ou vasopressina.

Contudo, a maioria dos trabalhos existentes na literatura que procuram
investigar a relacdo entre treinamento fisico e sistema renal utilizam animais ja
debilitados por alguma patologia. Por exemplo, Mustata et al. (2011) mostraram
que o treinamento fisico em pacientes com doenca renal crénica € capaz de
diminuir o indice de rigidez arterial, 0 que pode ser atribuido ao aumento da
producdo e atividade da Oxido nitrico sintetase (NOS), bem como de fatores
que afetam a estrutura da parede vascular. Esse mesmo trabalho demonstrou
que o treinamento fisico, por 12 meses, acarretava uma melhora importante da
capacidade fisica que, normalmente, esta diminuida nesses pacientes. Ainda
nesse contexto, estudo conduzido por Ito et al. (2013), mostrou que ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) submetidos a corrida regular em esteira
apresentaram, ap6s 8 semanas de treinamento fisico, pressdo arterial
significativamente diminuida em decorréncia da elevacdo da NOS em
segmentos renais. Além disso, esses animais também apresentaram reducéo

da excrecéao urinaria de albumina e reducdo dos niveis de substancias reativas
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ao acido tiobarbitarico e da atividade NADPH oxidase renal, além de aumento
da depuragéo da creatinina.

Evidéncias de efeito anti-inflamatério do exercicio fisico moderado em
individuos com doenca renal cronica foi avaliado por Viana et al. (2014). Nesse
estudo, os pesquisadores tiveral como objetivo avaliar, em separado, o efeito
do exercicio agudo e do exercicio regular aerébio de intensidade moderada
sobre o estado inflamatorio, decorrente da disfuncdo do sistema imunoldgico,
presente em quadros de doenca renal crénica. Uma Unica sessdo aguda de
caminhada resultou em padrdo normal de mobilizacdo de leucdécitos sem efeito
na ativacdo de mondcitos ou linfécitos T. Contudo, houve melhora na
responsividade de neutrofilos a desafio bacteriano no periodo pés-exercicio. Ja
ap0s um protocolo de treinamento aerébio moderado de 30 min/dia,
5x/semana, por um perido de 6 meses (caminhada regular), pacientes
acometidos por essa patologia obtiveram reducdo plasmatica dos niveis de
interleucinas 6 e 10 (IL-6 e IL-10), além de regulacao para baixo de linfocitos T
e ativacao de mondcitos. Contudo, a funcéo renal, proteinaria e pressao arterial
ndo foram alteradas nesses individuos. Por outro lado, Heifets et al. (1987)
verificaram melhora da funcdo renal apds treinamento fisico
independentemente da influéncia da pressao arterial. Nesse estudo, ratos
foram submetidos inicialmente a 1 %2 nefrectomia subtotal e posteriormente ao
treinamento fisico moderado em piscina (natacdo) por dois meses. Os ratos
treinados apresentaram melhora dos parametros renais como aumento do
clearance de creatinina e redugcdo da proteindria, bem como dos niveis de
colesterol de baixa densidade e triglicerideos. Uma reducdo da proteindria
também foi obtida em estudo realizado por Ito et al. (1992). Nesse trabalho,

ratos tiveram nefrite induzida apoés injecao de anticorpos anti-membrana basal
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glomerular seguido de ligadura da artéria renal esquerda apds nefrectomia de
rim direito e foram submetidos a exercicio moderado em esteira por 10
semanas. Ratos sedentarios com nefrite sofreram aumento progressivo de
proteindria no decorrer do experimento, enquanto os ratos nefriticos
submetidos ao exercicio em esteira diariamente apresentaram menor
proteindria. Além disso, exames microscopicos revelaram lesdo glomerular
grave nos ratos nefriticos sedentdrios. Em contrapartida, menor dano
glomerular foi observado nos ratos nefriticos treinados.

O quadro | sumariza os estudos descritos anteriormente bem

como seus respectivos objetivos e resultados encontrados.
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Quadro 1 — Sumario dos objetivos e resultados dos estudos descritos acima.

Autor(es)/ano Objetivo(s) Resultados
O treinamento fisico em esteira, por
8 semanas, reduziu a FENa' e a
Ribeiro, 2009 Analisar o efeito do treinamento fisico| FEK® e tornou o CH,O livre mais

no sistema renal de ratos saudaveis.

negativo com concomitante com
aumento do HAD plasmatico.

Mustata et al., 2011

Analisar o efeito do treinamento fisico
sobre os parametros funcionais de
individuos com doenca renal cronica.

O treinamento fisico promoveu
melhora da capacidade fisica,
aumento do VO2 max e melhora da
gualidade de vida apdés 12 meses
de treinamento.

Ito et al., 2013

Avaliar os efeitos do treinamento
fisico na NOS de segmentos renais
de ratos SHR.

O treinamento fisico em esteira, por
8 semanas, elevou a NOS renal
reduziu a pressdo arterial e a
albumindria. Houve reducdo dos
niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico e da atividade
da NADPH oxidase renal e aumento
da depuracgao de creatinina.

Viana et al., 2014

Avaliar, em separado, o efeito do
exercicio agudo e do exercicio
regular aerébio de intensidade
moderada sobre o] estado
inflamatério presente em quadros de
doenca renal cronica.

ApOs uma Unica sessao aguda de
caminhada, houve melhora na
responsividade de neutrdfilos a um
desafio bacteriano. Ja apdés um
protocolo de treinamento aerdbio
moderado (30 min/dia, 5x/semana,
6 meses) (caminhada regular), os
pacientes apresentaram reducao
dos niveis plasmaticos de IL-6 e IL-
10, além de regulacdo para baixo
de linfécitos T e ativacdo de
mondcitos.

Heifets et al., 1987

Determinar o efeito do treinamento
fisico moderado (natacdo) em ratos
com insuficiéncia renal moderada.

ApoOs nefrectomia subtotal, ratos
submetidos a natagdo, por dois
meses, apresentaram aumento do
clearance de creatinina e reducao
da proteindria, bem como dos niveis
de colesterol de baixa densidade e
triglicerideos.

Ito et al., 1992

Avaliar o efeito do exercicio em ratos
com IRA.

Ratos nefriticos submetidos ao
exercicio diario em esteira por 10
semanas apresentaram proteinuria
reduzida e menor dano glomerular.
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Apesar dos resultados animadores ja obtidos, ainda ha muitas questdes

a serem avaliadas sobre os efeitos do exercicio aerdbio regular na funcéo
renal. A andlise dessa interacdo servird para identificar os beneficios do
exercicio fisico aerébio sobre o sistema renal contribuindo futuramente para
prescricdo de exercicios para individuos saudaveis ou j& acometidos por

alguma disfuncao renal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar um possivel efeito do treinamento fisico aerébio de intensidade

moderada sobre a IRA induzida pela GM.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do treinamento fisico de intensidade moderada sobre
parametros renais, tais como: clearance de creatinina, excrecdo de agua

e eletrélitos (Na* e K) e proteintria em ratos com IRA induzida pela GM;

e Avaliar o efeito do treinamento fisico de intensidade moderada sobre os
aspectos morfolégico e morfométrico renais em ratos com injuria renal

aguda induzida pela GM.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para o desenvolvimento desse trabalho foram utilizados ratos Wistar,
machos, procedentes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal de Minas Gerais, com peso variando entre
250 e 300g. Desde o nascimento, os animais foram mantidos sob um ciclo de
claridade - escuriddo sendo, 14 h de claridade e 10 h de escuridéo, recebendo
agua e alimentacdo 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° 177/2008).

3.2 Aclimatacéo

Na 12 semana, antes da inducdo da IRA, os ratos foram adaptados na
esteira rolante. Esse procedimento foi realizado visando familiarizar os animais
ao local do experimento e ainda permitir que os mesmos “aprendessem” a
correr na esteira (Gaustec, Belo Horizonte/MG) (Fig. 2). Nessa fase inicial a
velocidade utilizada foi entre 5 e 8 metros/min, durante 5 dias por periodo de 5
min/dia. No 5° dia, os animais foram colocados, individualmente, em gaiolas
metabdlicas (Figs. 3A e 3B) durante um periodo de 3 dias para aclimatacdo
com o propésito de se adaptarem ao novo ambiente reduzindo-se, assim, 0
estresse. Durante este periodo de aclimatagcdo, a adaptacdo a esteira rolante
teve continuidade usando o mesmo procedimento acima (5 min/dia, 5 — 8

metros/min).
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Figura 2 — Vista superior da esteira rolante utilizada para o treinamento aerébio de
ratos.

A Gaiola Metabdélica

Figura 3 — Representacdo esquematica da gaiola metabdlica na qual é possivel
monitorar a ingestdo de agua e ragdo, volume urinario e producédo de fezes (A). B,
vista frontal da gaiola metabdlica utilizada nesse estudo. Os ratos foram
mantidos, individualmente, em tais gaiolas desde a adaptacao até o final do estudo.
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3.3 Inducao da injuria renal aguda por gentamicina

A inducdo da IRA e o treinamento fisico de intensidade moderada
tiveram inicio no 1° dia da 22 semana do experimento. Os ratos foram,
aleatoriamente, divididos em dois grupos: i) ratos sedentarios (Sed) e ratos
treinados (T). Esses grupos, por sua vez, foram subdivididos em: Sed SAL e
Sed GM (Sed tratados com NaCl 0,9% e GM, respectivamente) e T SALe T
GM (T tratados com NaCl 0,9% e GM, respectivamente).

A GM (Gentatec®, 80 mg/kg/dia em 2 doses diarias sendo 40 mg/kg no
periodo da manhd e 40 mg/kg no periodo da tarde em um volume de 0,1
ml/100g de peso corporal da solucdo 40 mg/ml, por 5 dias) foi administrada,
via subcutanea, nos ratos dos grupos Sed GM e T GM. Nos ratos dos grupos
Sed SAL e T SAL foi administrado 0,1 ml/100g de peso corporal de NaCl 0,9%,

seguindo 0 mesmo protocolo usado para a GM.

3.4 Protocolo experimental do treinamento fisico ae  robio

moderado

Apbs o periodo de adaptacéo na esteira (5 dias), foi realizado o 1° TEMP
baseado no protocolo de Carvalho et al. (2005) para determinacdo da
velocidade de corrida correspondente a intensidade moderada. Alguns
parametros medidos em TEMP ou em testes ndo exaustivos vem sendo
utilizados como preditores da intensidade do treinamento aerébio em animais,
na auséncia da medida do VO2max., sendo eles: a velocidade maxima de corrida
atingida no TEMP, o limiar de lactato sanguineo, a velocidade critica e o estado

estavel do lactato sanguineo. Todos esses parametros mostraram-se
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adequados para tal objetivo (Billat et al., 2005; Carvalho et al., 2005; Manchado
et al., 2005; Martins et al., 2005; Priviero et al., 2004).

O TEMP foi realizado na esteira sem inclinacdo. Todos os animais foram
submetidos, primeiramente, a um periodo de 5 min de aquecimento a uma
velocidade de 5 metros/min. Apds um periodo de 3 min, 0s ratos iniciaram o
teste com a velocidade de 6 metros/min e a cada 3 min de exercicio houve
incremento da mesma em 3 metros/min. A velocidade foi aumentada até que o
animal atingisse a fadiga, caracterizada pela recusa do rato em continuar a
correr, mesmo sob a influéncia de estimulacdo elétrica de baixa intensidade no
local inicial da corrida e/ou pela perda da coordenacdo motora das patas
(American physiological society, 2006). Nesse estagio a velocidade maxima
alcancada pelo animal foi anotada e utilizada para determinar a velocidade do
treinamento fisico de intensidade moderada, a qual foi equivalente a 60% do
valor da velocidade maxima alcancada.

O treinamento fisico aerobio moderado foi realizado a uma velocidade
meédia de 18 metros/min, por 30 min, 3 vezes/semana até a 52 semana (tempo
total do treinamento: 4 semanas). Os animais sedentarios também foram
colocados na esteira a uma velocidade de 5 metros/min, por 5 min, 3
vezes/semana também até a 52 semana. No dia anterior ao sacrificio dos
animais (0ltimo dia da 5% semana), um 2° TEMP foi realizado em todos os

animais.

O quadro Il sumariza 0s grupos experimentais, bem como os protocolos de

inducao da IRA e do exercicio aerébio moderado.
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Quadro 2 — Sumario dos grupos experimentais e do protocolo de indu¢do de injuria
reanal aguda por GM e do treinamento fisico.

12 semana 22 semana 22 3 52 semana
Grupos | Anterior a inducéo da Indugéo da IRA (GM ou Treinamento
IRA e ao treinamento NaCl 0,9%-controle) fisico
fisico
Esteira por 5 dias, NaCl 0,9%, subcutaneo, Nao
aclimatacgéo nas gaiolas 2x/dia, 5 dias _ _
Sed SAL | metabolicas por 3 dias Esteira (5 min,
(8) (Gltimos 3 dos 7 dias) 3x/semana)
Esteira por 5 dias, GM 80 mg/kg/dia: 40 mg/kg Nao
aclimatacao nas gaiolas pela manha e 40 mg/kg a Esteira (5 min, 5-8
Sed GM metabdlicas por 3 dias tarde, subcutaneo, 5 dias | m/min, 3x/semana)
(12) (Gltimos 3 dos 7 dias)
Esteira por 5 dias, NaCl 0,9%, subcutaneo, Sim
aclimatagao nas gaiolas 2x/dia, 5 dias Esteira (30 min,
TSAL (8) | metabdlicas por 3 dias 3x/semana,
(Ultimos 3 dos 7 dias) ~18m/min)
Esteira por 5 dias, GM 80 mg/kg/dia: 40 mg/kg Sim
aclimatacao nas gaiolas pela manha e 40 mg/kg a Esteira (30 min,
TGM(12) | metabdlicas por 3 dias tarde, subcutaneo, 5 dias 3x/semana,
(Ultimos 3 dos 7 dias) ~18m/min)

TOTAL 40 ANIMAIS *

* representa 0 numero de animais no inicio do experimento.

3.5 Parametros experimentais avaliados

Durante todo o periodo experimental, o fluxo urinario e a ingestdo de

agua foram medidos diariamente, enquanto que o peso corporal foi

determinado ao final de cada uma das 5 semanas. A pressao arterial média e a

frequiéncia cardiaca foram aferidas 3 vezes ao longo do experimento: antes do

inicio do exercicio aer6bio moderado (fim da 1% semana), no inicio da 32

semana e ao término (fim da 5% semana) do estudo, na véspera do sacrificio

dos animais.
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Ao final de cada uma das 5 semanas, aliquotas de urina (~ 1 ml) e de
sangue (~ 1 ml, de uma das veias da cauda) foram coletadas. O plasma foi
separado por centrifugagdo (5000 rpm, 10 min) e, juntamente com a urina,
foram armazenados a -20 °C para andlises posteriores de concentracdo de
creatinina, osmolalidade, Na* e K* e proteintria. Ao término do experimento (fim
da 5% semana), os ratos foram sacrificados e 0s rins isolados para analises
morfoldégica e morfométrica. Uma porcdo do musculo séleo também foi
coletada para determinacédo da atividade da enzima citrato sintase.
A Figura 4 apresenta um esquema resumindo a sequéncia dos procedimentos

adotados ao longo de todo o experimento:

Adapt
esteira/gaiola:
segasexta
Inclo Sacrificio:
E e leta sanguel
indugao  Eim R
adaptao urinalrim/
pletismografolTEMP | PATT  trat GM 1=, muse soleo

?
EERNEN |||||||L|||||_| I,IL”,'H.H.J
| | |

| |

PAMI coleta coleta
PAMI coleta coleta sanguel PAMITEMP
san'gu.e.t salnguel sangue e 9 \—/
urina urina uring
1? semana 2% semana J*semana | 4*semana = 5% semana
(seg a domin go) (seg a domingo) | (seg a domin go) (seg a domingo) (seg a domingo)
Figura 4 — Sequéncia dos procedimentos adotados ao longo das 5 semanas

experimentais . Adapt, Adaptacdo; IRA, Injdria renal aguda; TF, Treinamento fisico; GM,
Gentamicina; PAM, Presséo artéria média; TEMP, Teste de esforco méaximo proaressivo.
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3.6 Avaliacao da atividade da enzima citrato sintas e

Os musculos soleos (0,5 g de tecido/ml de tampé&o) foram extraidos tanto
dos animais treinados, quanto dos sedentarios. Para a determinacdo da
atividade da citrato sintase, os mesmos foram homogeneizados em PBS 10
mM (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO,4 0,9 mM, Na,HPO,4 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 proporcdo de um mini-comprimido
para cada 10 ml de tampdo 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 citrato sintase € considerada um indicador de adaptacdo ao
exercicio fisico uma vez que € utilizada como um marcador da capacidade
aerobica do tecido avaliado. Sua atividade foi determinada segundo o método
descrito por Alp et al. (1976) com algumas pequenas modificagdes, a partir da
quantificacdo do complexo amarelo formado entre a coenzima A (CoA) liberada
na reacdo com o acido ditionitrobenzéico (DTNB) presente no tampao de
ensaio.

Sucintamente, 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 yL do homogeneizado para
incubacédo e transferido para placas de 96 pocos. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 10 pL de oxaloacetato 10 mM ao meio de ensaio e a cinética da
reagao se realizou 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
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reusltados foram expressos em pmol/ml/min/mg de tecido muscular (Alp et al.,

1976).
3.7 Avaliacao das respostas hemodinamicas

A afericdo da pressao arterial média e da frequéncia cardiaca foi
realizada trés vezes durante o periodo experimental: ao final da primeira
semana, anterior ao inicio do treinamento fisico e ao final da terceira e quinta
semanas. As medi¢cdes iniciavam-se sempre pela manha e nesses dias os
animais ndo eram submetidos a esteira, excetuando-se a Ultima afericdo, a
qual foi realizada previamente ao 2° TEMP na ultima semana do experimento,
na veéspera do sacrificio dos animais.

A avaliacao foi feita por pletismografia de cauda (Kent Scientific, CODA -
Torrington, CT, EUA), nos quatro grupos de animais. Os animais permaneciam
acordados, em repouso, em ambiente livre de ruido e mantidos sob restricdo
de movimentos em uma camara cilindrica de acrilico e colocados sobre uma
placa de aquecimento para que as medidas fossem realizadas (Fernandes et
al., 2012).

O equipamento de registro da pressao arterial de cauda consiste em um
manguito de borracha que é adaptado a regido proximal da cauda, que fica
conectado ao pletismégrafo para insuflar e desinsuflar gradualmente o
manguito de 1 a 250/300mmHg. Em uma regido mais distal da cauda €
acoplado um transdutor de pulso pneumatico para deteccdo dos sinais de
passagem da onda de pulso de presséao arterial na artéria caudal e registrado
no sistema de aquisicdo de dados.

Foram obtidas no minimo 5 medidas a cada sessdo e a meédia foi

calculada para obter o valor final da pressdo arterial. Para evitar erros de
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medida e analise, os ratos foram previamente submetidos a ambientagdo com
a técnica de medida. A adaptacdo dos animais ao pletismografo foi realizada
somente uma vez, na véspera da primeira afericdo (ao final da primeira
semana). Essa técnica de medida indireta da pressao arterial também permite

medir a frequéncia cardiaca.

3.8 Procedimentos analiticos para avaliagdo da fung  &o renal

3.8.1 Dosagem de creatinina

A dosagem de creatinina foi determinada por meio do clearance de
creatinina que foi quantificada no plasma e urina utilizando-se o kit
colorimétrico da Bioclin (Quibasa, Brasil), conforme instru¢cdes do fornecedor.
As amostras de urina diluidas (1:25) e plasma reagem em meio alcalino com o
acido picrico (60 mmol/l) formando um complexo creatinina-picrato de cor
amarelo-avermelhada (Ribeiro, 2009).

A absorbancia desse complexo foi lida em espectrofotobmetro
(Barnstead/Turner SP-830 plus) a um comprimento de onda de 510 nm. Como
0 acido picrico também reage com os cromogénios plasmaticos, acido acético
(12,25 mol/l) foi adicionado nas amostras de plasma, reduzindo o pH do meio,
e promovendo a decomposicdo do picrato de creatinina, permanecendo
inalterada a cor derivada dos cromogénios. A amostra de plasma foi
novamente lida a 510 nm no espectrofotdometro e a diferenca entre as duas
leituras das amostras de plasma forneceu o valor final da absorbancia da
creatinina plasmatica. A absorbancia da creatinina urinaria foi corrigida pela

diluicdo da urina (1:25).
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As concentragdes de creatinina no plasma e urina foram determinadas
multiplicando-se os valores das absorbancias pelo fator de calibragéo. Esse foi
calculado a partir da curva padréao de creatinina feita com o reagente padrédo do
kit (creatinina 3 mg/dl). Os pontos utilizados na curva foram (em mg/dl): 0,375,
0,75, 1,5 e 3. O RFG foi estimado através do clearance de creatinina utilizando
a equacao abaixo:

Ccreat (Litros/24h) = ([CREA] wina X FU ) / [CREA] plasma

Sendo:
Ccreat: clearance de creatinina
[CREA] uiina : cOncentragdo de creatinina na urina (ug/ml)
[CREA] piasma: CONcentracdo de creatinina no plasma (ug/ml)

FU: fluxo urinario (Litros/24h)

3.8.2 Dosagem de sédio e potassio

As concentracdes de Na* e K nas amostras de urina e plasma foram
determinadas por fotometria de chama (CELM, FC 280) que mede a
intensidade da radiacdo emitida pelos atomos excitados dos metais-terrosos
que é proporcional a concentracdo desses metais nas amostras. Foi utilizado
padrdo contendo 140 mEg/l de Na' e 5 mEq/l de K' preparado em &agua

destilada numa diluicao de 1:200.

Para determinacdo de Na’' e K', todas as amostras também foram
diluidas 200 vezes em agua destilada. Para isso, aliquotas de 15 pl da amostra
foram diluidas para 3 ml em &gua destilada sendo, a dosagem em cada
amostra, feita em duplicata contra o padréo apropriado (140 mEqg/l de Na* e 5

mEg/l de K*). Especificamente para o K* na urina, preparava-se uma diluicdo
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prévia da mesma, na propor¢cdo de 1:30 (em agua destilada), antes de se

preparar a diluicdo de 1:200 (Diniz, 2011).

3.8.3 Determinacao das osmolalidades plasmaticae  urinaria

A determinacdo das osmolalidades plasmética e urinaria foi realizada
utilizando o osmbémetro de ponto de congelamento (Microsmette, Advanced
Instruments USA). As amostras de plasma foram diluidas 1:2 e as amostras de
urina foram diluidas 1:5 em agua destilada. Previamente a leitura das
amostras, o osmometro foi calibrado com solugbes padroes cujas

concentragcbes eram 100, 290 e 500 mOsm/kg.

3.8.4 Calculo de outros parametros renais

Conhecendo-se os valores de clearance de creatinina, fluxo urinario,
concentracdo de Na' e K" no plasma e urina bem como a osmolalidade
plasmatica e urinaria, calculou-se outros parametros renais como mostrado a
seqguir:

» Balanco hidrico: BH (%) = FU/H20 ingerida x 100
Fracdo de excrecao de agua: FEH,O (%) = FU /RFG x 100
Frac&o de excrecdo de Na *: FENa' (%) = QENa’/QFNa’ x 100
Frac&o de excrecdo de K *: FEK' (%) = QEK'/QFK" x 100

Clearance de agua livre: CH,O (Litros/24h) = FU — Cosm

vV V VvV VvV 'V

Clearance osmolar. Cosm (Litros/24h) = Osmolalidadeina X FU/
Osmolalidadepjasma
Sendo:

> Quantidade excretada de Na ™ Qex Na* = [NaJurina X FU

> Quantidade excretada de K ™ Qex K = [K™]urina X FU
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> Quantidade filtrada de Na ™: Qr Na" = [Na"]piasma X RFG

3.8.5 Proteinuria

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

proporcional & concentracao de proteina presente na amostra.

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

de calibracéo

Quantidade de proteinas na urina (mg/24 h) = Concentracdo urinaria de

proteinas x FU.

3.9 Andlise morfolégica renal

3.9.1 Andlise histolégica
O rim direito de todos os animais foram coletados, colocados em
solucdo de formol tamponado a 10% e submetidos a analise histoldgica.
Técnicas convencionais de coloragdo — hematoxilina-eosina — foram usadas na

preparacao das laminas. O corte dos blocos foram n&o seriados com a intengéao
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de visualizar néfrons diferentes. As fotos foram capturadas no aumento de 40

vezes.

3.9.2 Analise morfométrica

Todos os cortes histolégicos foram visualizados pela objetiva de 40X
para digitalizacdo de 40 imagens através da microcamera JVC TK-1270/RGB
(Tokyo, Japan), perfazendo uma &rea total de 21,3 x 10°> pm? de intersticio
cortical renal analisado em cada animal. Uma sequéncia de algoritmos do
programa KS300 software foi elaborada para o processamento das imagens,
segmentacao, definicdo das condi¢coes de morfometria e contagem dos nucleos
(Caliari et al., 1997).

As técnicas de processamento de imagens foram aplicadas para
evidenciar os nucleos das células. Através da segmentacdo, foram
selecionados os pixels dos nucleos de todos os tipos celulares presentes no
intersticio renal e excluidos aqueles do citoplasma celular e de outras
estruturas do corte histolégico. Mediante este processo, foi criada uma imagem
binaria e contados os nucleos de todos os tipos celulares presentes no
intersticio renal.

A contagem obtida nos animais controles foi considerada como o padrdo
normal de celularidade do intersticio renal, sem infiltrado inflamatorio. Ja nos
animais tratados com GM, foram contados os nucleos dos tipos celulares
normalmente presentes no intersticio renal e o0s nucleos dos leucocitos
recrutados no processo inflamatério, permitindo a avaliacdo quantitativa da
inflamacédo através de metodologia ja utilizada por nés em outros trabalhos
(Pacheco et al., 2009). Em sequéncia, foram selecionados todos os pixels do

intersticio renal para a obtenc&o de outra imagem binaria e o céalculo da area em
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pum?. Esta anélise foi feita no Depto. de Patologia Geral, com a colaboracdo do

Prof. Marcelo Vidigal Caliari.

3.10 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (X
EPM). Para a comparacdo dos 4 grupos dentro de uma mesma semana, 0S
dados foram analisados por One-way ANOVA seguida do teste de Newman-
Keuls. Ja para a comparacao dentro de um mesmo grupo, da 22 a 52 semana

com a 12 semana, foi utilizado o teste ‘t’ de student para amostras pareadas.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros gerais

4.1.1 Peso Corporal

Os animais foram pesados ao final de cada uma das 5 semanas do
estudo. Nota-se que, no decorrer do experimento, 0S pesos corporais dos
animais, de maneira geral, aumentaram e foram, na maioria das vezes,
estatisticamente diferentes em relacédo aos encontrados para cada grupo na 12
semana (Fig. 5). Por exemplo, nos grupos Sed SAL e T SAL, o peso corporal
foi elevado de 257,3 £+ 11,3 e 238,0 + 11,2 g, na 12 semana, para 314,0 £ 12,4
g e 3514 + 12,3 g, na 5% semana, respectivamente. Semelhantemente, o
treinamento fisico (grupo T GM) néo afetou, de forma significativa, o ganho de

peso observado no grupo Sed GM (Fig. 5).

40017 3 sed SAL =B T SAL  *
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Figura 5 — Efeito do treinamento fisico aerébio de intensidad e moderada
sobre o peso corporal de ratos tratados e ndo trata  dos com GM . A GM (dose
diaria: 80 mg/kg, 2 vezes/dia) foi administrada na 22 semana experimental, por 5
dias. Sed SAL (n = 6); Sed GM (n = 7-11); T SAL (n=8); T GM (n = 9-11). *p <
0,05 (t pareado) vs mesmo grupo na 12 semana.
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4.1.2 Ingestdo de agua

A GM, per se, aumentou a ingestdo de agua pelos animais do grupo Sed
GM de 29,9 £ 2,3 para 41,7 £ 6,2 ml/24h (n = 7-8) na 22 semana, e para 42,0 +
4,0 ml/24h na 32 semana (n = 5) (Fig. 6). O treinamento fisico n&do foi capaz de

modificar esse efeito da GM sobre a ingestdo de agua (Fig. 6).
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Figura 6 — Efeito do treinamento fisico aer6bi o de intensidade moderada
sobre a ingestdo de 4gua por ratos com IRA induzida por GM. A GM (dose
diaria: 80 mg/kg, 2 vezes/dia) foi administrada na 22 semana experimental, por 5
dias. Sed SAL (n = 6); Sed GM (n =5-8); T SAL (n =5); T GM (n = 4-7). *p < 0,05
(t pareado) vs mesmo grupo na 12 semana.

4.1.3 Balanco hidrico

A Figura 7 mostra que as oscilagbes no balanco hidrico ndo foram

estatisticamente diferentes, quer seja quando os 4 grupos foram comparados
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dentro de uma mesma semana, quer seja quando comparadas (22 a 52

semanas) com a 12 semana, dentro de um mesmo grupo experimental.
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Figura 7 — Efeito do treinamento fisico aerdbi o de intensidade moderada sobre o
balanco hidrico de ratos tratados e néo tratados co m GM. A GM (dose diéaria: 80
mg/kg, 2 vezes/dia) foi administrada na 22 semana experimental, por 5 dias. Sed SAL
(n =6); Sed GM (nh = 5-8); T SAL (n =5); T GM (n = 4-7). Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre 0s grupos numa mesma semana, nem dentro do
mesmo grupo comparando 22 a 52 semanas com a 12

4.1 Avaliacéo do treinamento fisico

4.1.1 Teste de esforgco maximo progressivo

No presente trabalho, o TEMP foi realizado duas vezes ao longo do
periodo experimental: i) 1° TEMP, antes do inicio do treinamento fisico e do
tratamento com GM (12 semana) e ii) 2° TEMP, ao final do treinamento fisico

(58 semana), previamente ao sacrificio dos animais. As variaveis consideradas



32
nesse teste foram o tempo total de exercicio alcangcado pelos animais e as
velocidades méximas obtidas no intervalo de tempo considerado. A Figura 8
mostra as duas variaveis referentes ao 1° TEMP, na qual pode ser observado
que nao houve diferenca significativa entre os grupos tanto em relagcdo ao
tempo total de exercicio, como na velocidade maxima alcancada pelos animais.

J& a Figura 9 mostra as duas variaveis referentes ao 2° TEMP (final do
treinamento, 5% semana). Nota-se que, ao contrario do 1° TEMP, houve
diferenga significativa nas duas variaveis em andlise. O tempo total de
exercicio foi maior nos grupos T SAL (27,47 + 0,58 min) e T GM (32,01 + 1,52
min) quando comparado com 0s valores encontrados nos grupos sedentarios,
Sed SAL (18,17 £ 2,31 min) e Sed GM (20,50 £ 2,29 min). De maneira
semelhante, a velocidade maxima obtida pelos animais foi maior nos grupos
que praticaram o exercicio, T SAL (31,42 + 0,92 metros/min) e T GM (38,0 *
1,5 metros/min) em relacdo a alcancada nos grupos Sed SAL (23,5 + 2,29
m/min) e Sed GM (25,00 £ 1,22 metros/min). Esses dados indicam que o

protocolo de treinamento foi eficaz, pois aumentou a capacidade de corrida dos

animais.
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Figura 8 — Tempo total de exercicio (A) e velocidade maxima (  B) alcancados pelos
ratos no 1° TEMP . Sed SAL (n = 6); Sed GM (n = 10); T SAL (n=8); T GM (n = 11). Como
esperado, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os 4 grupos
experimentais.
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Figura 9 — Tempo total de exercicio (A) e velocidade méxima ( B) alcangados pelos ratos
no 2° TEMP (final do treinamento). Sed SAL (n = 6); Sed GM (n =4); T SAL (n =5-7); T GM (n
= 9). Como esperado, houve diferencas estatisticamente significativas entre os 4 grupos
experimentais.*p < 0,05 e **p < 0,05 vs Sed SAL e vs Sed GM.

4.1.2 Atividade da enzima citrato sintase

Para avaliar a eficacia do protocolo de treinamento, a atividade da
enzima citrato sintase foi determinada no musculo soleo dos ratos sob estudo
(Henriksson et al.,, 1992; Kriketos et al., 1995). A Figura 10 mostra que o
treinamento foi capaz de aumentar a atividade dessa enzima em cerca de 3
vezes nos grupos T SAL e T GM, o que reforca a observacao anterior (TEMP e

Vmax) de que o protocolo de treinamento foi eficaz.

4.2 Parametros hemodinamicos

4.2.1 Presséo arterial média e frequéncia cardiaca

A pressao arterial média e a frequéncia cardiaca foram aferidas trés

vezes durante o experimento: ao final da 12, 32 e 52 semanas. Como ilustrado
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Figura 10 — Atividade da enzima citrato sintase do musculo s6leo
ao final do treinamento (5% semana). Sed SAL (n = 8); Sed GM (n =
8); TSAL(n=6); TGM (n=8). *p < 0,05 e **p < 0,05 vs Sed SAL e vs
Sed GM, respectivamente.

na Figura 11 nota-se que o treinamento aer6bio moderado ndo alterou a
pressdo arterial média dos animais uma vez que nao houve diferencas
significativas entre os grupos dentro de uma mesma semana ou dentro do
mesmo grupo ao comparar da 2% a 52 semanas com a 12 semana. Também
com relacdo a frequéncia cardiaca, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os grupos dentro de uma mesma semana ou dentro do

mesmo grupo ao comparar da 22 a 52 semanas com a 12 semana.

Funcao renal
4.3.1 Creatinina plasmatica
Como mostrado na Figura 12, a GM promoveu um aumento significativo
da creatinina plasmatica em ratos do grupo Sed GM na 22 e 32 semanas do

experimento (de 0,40 = 0,03 para 1,08 + 0,15 e 0,95 + 0,19 mg/dl,
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Figura 11 — Efeito do treinamento fisico aerobio de intensidade moderada sobre a

pressdo arterial média (A) e frequéncia cardiaca (B ) de ratos com IRAa induzida por
GM. A GM (dose diaria: 80 mg/kg, 2 vezes/dia) foi administrada na 2% semana experimental,
por 5 dias. Sed SAL (n =6); Sed GM (n = 7-9); T SAL (n =7-8); T GM (n = 8-10). *p < 0,05 (t

pareado) vs mesmo grupo na 12 semana.

respectivamente). Mais importante, o treinamento fisico abrandou esse
aumento na creatinina (0,54 + 0,1 vs Sed GM, 1,08 + 0,15 mg/dl) na 22 semana
(semana em que GM foi administrada). A partir da 42 semana, 0S niveis

plasmaticos de creatinina ja haviam alcancado os valores basais.

4.3.2 Clearance de creatinina, fluxo urinario e fracdo de excrecao de agua

O ritmo de filtracdo glomerular, estimado pelo clearance de creatinina, foi
bastante reduzido pela GM nos ratos do grupo Sed GM da 22 a 52 semana.
Esta reducéo foi de 2,04 = 0,21 (12 semana) para 0,57 + 0,16 e 0,86 £ 0,21
Litros/24h na 22 e 32 semanas, respectivamente (Fig. 13A). Similarmente ao
observado para a creatinina plasmatica, o treinamento fisico (grupo T GM)

bloqueou parcialmente a queda do clearance de creatinina (1,36 + 0,22 vs Sed
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Figura 12 - Efeito do treinamento fisico aerdb io de intensidade mo derada
sobre a concentragdo de creatinina plasmatica emra  tos com IRA induzida por
GM. A GM (dose diaria: 80 mg/kg, 2 vezes/dia) foi administrada na 2% semana
experimental, por 5 dias. Sed SAL (n =5-6); Sed GM (n = 6-10); T SAL (n=5-8); T
GM (n = 6-11). *p < 0,05 vs 12 semana no mesmo grupo (t pareado); “p < 0,05 vs
Sed SAL e °p < 0,05 vs Sed GM.

GM, 0,57 = 0,16 Litros/24h) na 22 semana (semana em que GM foi

administrada). Conforme ilustrado na Figura 13B, a GM aumentou o fluxo

urinario tanto no grupo Sed GM, como no grupo T GM na 22 e 32 semanas do
experimento. Na 32 semana, este aumento foi de 0,011 + 0,001 (12 semana)
para 0,024 = 0,005 Litros/24h no grupo Sed GM e de 0,013 + 0,001 (12
semana) para 0,029 + 0,005 Litros/24h no grupo T GM. Ao comparar 0S grupos
Sed GM e T GM, verifica-se que o treinamento fisico ndo interferiu com o
aumento do fluxo urinario induzido pela GM. A partir da 42 semana, o fluxo
urinario praticamente ja havia retornado aos valores basais (Fig. 13B).

Quando a FEH,O foi analisada, observou-se, como era de se esperar,

um aumento da mesma da 22 (semana em que a GM foi administrada) a 52

semana no grupo Sed GM (Fig. 13C), sendo que o pico maximo de aumento
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ocorreu na 22 semana. Nesta semana, o aumento foi de 0,59 + 0,11 (12
semana) para 7,46 = 1,90%, aumento este, que foi praticamente abolido pelo

treinamento fisico.

4.3.3 Excrecéo urinaria de sodio e potassio

Embora ndo estatisticamente significativo, a GM, no grupo Sed GM,
produziu um aumento na FENa" observada na 22 semana experimental (Fig.
14A). Este aumento mostrou-se significativo apenas na 52 semana, onde a
FENa" foi elevada de 0,52 + 0,13% para 1,32 + 0,33%. O aumento na FENa*
foi totalmente bloqueado pelo treinamento fisico. De forma semelhante, a FEK"
foi bastante elevada pela GM no grupo Sed GM, elevacédo esta, que foi
sustentada até a 52 semana (Fig. 14B). Por exemplo, na 22 semana, a FEK" foi
elevada de 34,4 + 4,5% (12 semana) para 133,9 + 21,9%. Ja no grupo T GM, a
FEK" mostrou-se levemente aumentada apenas na 22 semana. Como
observado para a FENa", o aumento na FEK" foi quase que totalmente abolido
pelo treinamento fisico (133,9 + 21,9% no grupo Sed GM vs 69,7 = 12,2% no
grupo T GM (14B).

4.3.4 Clearance osmolar e clearance de agua livre

Como pode ser observado pela Figura 15A, o Cosm nao foi
significativamente afetado nem pela GM, nem pelo treinamento fisico. Ja o
CH20 livre foi menos negativo no grupo Sed GM na 22 e 32 semanas € 0
treinamento fisico ndo foi capaz de alterar este efeito (Fig. 15B). Na 22 semana,
0 CH.O livre foi de -32,7 + 4,7 e -31,6 = 3,6 ml/24h nos grupos Sed GM e T

GM, respectivamente.
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Figura 13 — Efeito do treinamento fisico aeréb io de intensidade moderada sobre o
clearance de creatinina (Ccreat) (A), FU (B) e FEH ,0 (C) em ratos com IRA induzida por
GM. A GM (dose diaria: 80 mg/kg, 2 vezes/dia) foi administrada na 22 semana experimental,
por 5 dias. Sed SAL (RFG, n = 4-8; FU, 5-8; FEH,0, n = 4-8); Sed GM (Ccreat, n = 4-8; FU,
7-12; FEH,O, n = 4-6); T SAL (RFG, n = 4-5; FU, 7-8; FEH,O, n = 4-5); T GM (Ccreat, n = 5-
11; FU, 8-11; FEH,0, n = 5-11). *p < 0,05 vs 12 semana no mesmo grupo (t pareado); “p <
0,05 vs Sed SAL e 3p < 0,05 vs Sed GM.
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Figura 14 — Efeito do treinamento fisico aerdbio de intensidad e moderada sobre a FENa * (A) e
FEK" (B) em ratos com IRA induzida por GM . A GM (dose diaria: 80 mg/kg, 2 vezes/dia) foi
administrada na 22 semana experimental, por 5 dias. Sed SAL (FENa", n = 4-7; FEK", 4-6); Sed GM
(FENa', n = 4-6; FEK", 4-6); T SAL (FENa', n = 4-5; FEK", 4-5); T GM (FENa", n = 7-11; FEK", 5-
11). *p < 0,05 vs 12 semana no mesmo grupo (t pareado); “p < 0,05 vs Sed SAL e %p < 0,05 vs Sed
GM.
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Figura 15 — Efeito do treinamento fisico aerdbio de intensidad e moderada sobre o Cosm (A) e
CH,0 livre (B) em ratos com IRA induzida por GM . A GM (dose diaria: 80 mg/kg, 2 vezes/dia) foi
administrada na 2% semana experimental, por 5 dias. Sed SAL (n = 5-6); Sed GM (n = 7-10); T SAL (n
=7-8); T GM (n =7-9). *p < 0,05 vs 12 semana no mesmo grupo (t pareado).
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4.3.5 Proteinuria

A Figura 16 mostra a excrecao urinaria de proteina ao final de cada uma
das 5 semanas experimentais. A GM aumentou significativamente a quantidade
de proteina excretada na urina de ratos do grupo Sed GM, na 22 e 32 semanas
(de 3,92 £ 0,55 para 15,08 + 2,61 e 17,77 £ 3,95 mg/24h, respectivamente). A
proteindria também estava elevada na urina dos ratos do grupo T GM na 22 e
32 semanas (de 4,87 = 0,90 para 18,25 £ 2,55 e 9,95 £ 1,51 mg/24h,
respectivamente). Porém, esse efeito da GM, na 32 semana, foi
significativamente menor no grupo submetido ao treinamento fisico (17,77 +
3,95 no grupo Sed GM vs 9,95 £ 1,51 mg/24h no grupo T GM). A partir da 42

semana, a proteindria ja estava proxima dos valores basais (12 semana).
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Figura 16 — Efeito do treinamento fisico aerdbio de intensidade moder ada
sobre a excrecdo urinaria de proteina em ratos com IRA induzida por GM . A
GM (dose diaria: 80 mg/kg, 2 vezes/dia) foi administrada na 22 semana
experimental, por 5 dias. Sed SAL (n = 6); Sed GM (n =6-9); T SAL(n=6-8); T
GM (n = 7-11). *p < 0,05 vs 12 semana no mesmo grupo (t pareado); “p < 0,05 vs
Sed SAL e °p < 0,05 vs Sed GM.
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4.3.6 Analise morfoldgica

Este estudo foi feito ao final do experimento (final da 58 semana), ap0s o

sacrificio dos ratos. A analise morfologica dos rins dos animais dos 4 grupos de
estudo mostrou que a GM, administrada na 22 semana, atuou como um agente
pro-inflamatério causando aumento focal do niumero de células inflamatorias
assim como da é&rea intersticial nos grupos em que foi administrada (grupos
Sed GM e T GM) (Figs. 17C e 17D). Esse quadro, quando comparado aos

grupos Sed SAL (Fig. 17A) e T SAL (Fig. 17B), mostrou-se muito mais severo.

Entretanto, quando se analisou apenas os grupos Sed GM e T GM foi
verificado que o processo inflamatorio nos ratos sedentarios foi bem mais

intenso que nos treinados. Portanto, o treinamento fisico foi capaz de amenizar

a inflamacao decorrente da injaria renal aguda causada pela GM.

Figura 17 — Efeito do treinamento fisico aeréb io moderado sobre o aspecto
morfolégico de rins de ratos com IRA induzida por G M. A GM (dose diaria: 80
mg/kg, 2 vezes/dia) foi administrada na 22 semana experimental, por 5 dias. Os cortes
histolégicos sdo do coértex renal e mostram tlbulos contorcidos proximais. Esta analise
foi feita ao final do experimento (final da 5% semana), apos o sacrificio dos ratos. A, Sed
SAL; B, T SAL; C, Sed GM; D, T GM. Em C nota-se um infiltrado inflamatério
mononuclear mais intenso que em D. Aumento 40X. Coloracéo pelo método de HE.
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4.3.7 Morfometria

Esta andlise foi feita ao final do experimento (final da 5 semana), ap0s o
sacrificio dos ratos. Os resultados da pesquisa de celularidade do intersticio
renal, assim como da area intersticial (um?) est&o ilustrados nas Figuras 18A e
18B. Nota-se que em ambos os grupos nos quais a GM foi administrada, houve
aumento, tanto do namero de células (Sed GM, 92 + 18 células/campo e T GM,
54 * 7 células/campo), como do tamanho da area intersticial (Sed GM,
10.711,8 + 1.097,7 um? e T GM, 7.934,8 + 1.095,5 pm?). Estes valores foram
significativamente maiores do que aqueles observados nos animais que
receberam solugcdo NaCl 0,9% (numero de células: Sed SAL, 22 %= 2
células/campo e T SAL, 23 + 1 células/campo) (area intersticial: Sed SAL,
5.426,2 + 798,5 pm? e T SAL, 4.561,6 + 293,0 um?. Interessantemente, 0s
animais do grupo Sed GM apresentaram valores estatisticamente mais
elevados em ambas as varidveis analisadas (p<0,05). Assim, o treinamento
fisico abrandou as alteracbes na histologia renal agindo como um anti-
inflamatorio, o que confirma a analise morfolégica mostrada anteriormente

(Figura 18).
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Figura 1 8 — Efeito do treinamento fisico aerdbio de intensidade moderada sobre o nimero de
células (A) e area intersticial (B) de rins de rato s com IRA induzida por GM . A GM (dose diaria:
80 mg/kg, 2 vezes/dia) foi administrada na 2% semana experimental, por 5 dias. Esta andlise
morfométrica foi feita ao final do experimento (52 semana), apds o sacrificio dos animais. Sed SAL (n
=6); Sed GM (nh =6); T SAL (n = 6); T GM (n = 6). Os ratos do grupo Sed GM apresentaram maior
namero de células por campo (A) assim como um maior tamanho da area intersticial (B). Dimenséao
do Campo: 53250 pm?. “p<0,05 vs Sed SAL e T Sal; °p<0,05 vs Sed GM.



5 DISCUSSAO

5.1 ConsideracOes gerais

Como pode ser observado ao longo da secdo “Resultados”, o n
experimental foi variavel. Isto pode ter sido devido ao que se segue: i) 0 estudo
envolveu a utilizacdo de 4 grupos experimentais, ii) em 2 grupos, 0s animais
foram tratados com GM que, por ser um agente nefrotdxico, ndo raramente levou
parte dos animais a morte; iii) diversos parametros foram avaliados em 5 tempos
diferentes (5 semanas) e iv) devido a dimensao do experimento, houve perdas

de coleta de amostras ou deterioragdo das mesmas.

5.2 Avaliacdo da eficacia do treinamento fisico

O treinamento fisico utilizado no presente estudo mostrou-se eficiente
uma vez que os parametros utilizados para avalia-lo foram satisfatérios. No
TEMP, realizado antes do tratamento com a GM e ao final do experimento,
duas variaveis foram consideradas; o tempo total de exercicio e a velocidade
maxima atingida pelos animais. Essa foi utilizada para determinar a velocidade
de corrida correspondente a intensidade moderada utilizada no estudo. O
TEMP, aplicado ao final do experimento, revelou uma diferenca significativa
dos animais treinados em relacdo aos nao treinados para as duas variaveis
analisadas, indicando maior adaptacdo dos animais treinados ao exercicio

fisico.

Outra ferramenta utilizada para verificar a eficiéncia do treinamento foi a
determinacdo da atividade da enzima citrato sintase cujo aumento foi
significativo nos animais submetidos ao treinamento fisico moderado. Essa

enzima € responsavel por catalisar a reacdo de condensacéo do oxaloacetato e
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da acetil coenzima A formando um citrato utilizado no ciclo de Krebs. Assim,
por estar envolvida na via metabdlica oxidativa para geracdo de energia, a
atividade da enzima citrato sintase foi elevada nos grupos dos animais
treinados. Este dado esta de acordo com o de Siu et al. (2002) , o qual também
observou um aumento desta enzima apos treinamento fisico de intensidade

moderada.

5.3 Avaliacédo dos parametros hemodinamicos

A pressao arterial média, assim como a frequéncia cardiaca, foram
aferidas ao final da 12, 32 e 52 semanas do experimento e ndo houve diferencas
significativas entre os grupos em nenhuma das mensuragdes realizadas. Os
resultados encontrados para a pressao arterial média estdo em conformidade
com os achados de outros estudos. Embora haja consenso na literatura de que
0 exercicio aerobio causa diminuicdo da pressdo arterial de repouso (VI
Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial das Sociedades Brasileiras de
Cardiologia, Hipertensdo, e Nefrologia, 2010), esse efeito € mais pronunciado
em individuos hipertensos. A maioria dos estudos realizados em animais
normotensos demonstrou uma influéncia minima do treinamento fisico aerobio
sobre a presséo arterial (Medeiros et al., 2004; Oliveira et al., 2009; Roque et

al., 2011).

Em relagdo a frequéncia cardiaca, também ja esta estabelecido na
literatura que o treinamento fisico aerdbio resulta em bradicardia de repouso
(Medeiros et al., 2004; Alom et al., 2011). Embora os resultados, neste estudo,
entre os grupos Sed e T ndo tenham sido estatisticamente diferentes, observa-

se uma tendéncia a diminuicdo da frequéncia cardiaca em ambos 0s grupos
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qgue praticaram exercicio fisico (T SAL e T GM). Caso o treinamento fisico se
prolongasse por um periodo maior de tempo, essa diferenca poderia tornar-se

mais evidente entre 0s grupos.

5.4 Avaliacéo da funcao renal

Para investigar o efeito do exercicio sobre a funcédo renal de ratos
sedentarios e submetidos ao treinamento fisico, amostras de sangue e urina

foram coletadas ao final de cada semana durante o estudo.

De maneira geral, os efeitos benéficos do exercicio foram verificados,
sobretudo, na 22 e 32 semanas por serem esse periodo o pico de acao do efeito
nefrotoxico da GM. Apos esse periodo, ocorre gradativa recuperacao renal, o
que também foi observado em estudo realizado por Volpini et al. (2006), no
gual ratos tratados com GM (80 mg/kg/dia por 9 dias) e que foram sacrificados
somente apés o 30° dia apdés o término do tratamento, apresentaram
concentracdo normal de creatinina no plasma (0,57 + 0,04 mg/dL). Por outro
lado, ratos sacrificados apds o 52 dia apresentaram niveis elevados de
creatinina plasmatica (1,65 * 0,34 mg/dL) quando comparados ao grupo controle
(0,48 + 0,03 mg/dL; p < 001).

Para a mensuracdo do RFG foi adotado o método do clearance de
creatinina, conforme descrito anteriormente. A constancia na formacao e
excrecdo de creatinina faz dela um marcador de RFG comumente usado nos
altimos 40 anos, em virtude de sua estreita relagdo com o clearance de inulina
e da sua relativa independéncia de fatores como dieta, grau de hidratagéo e
metabolismo protéico (Gualano et al., 2008; Fleck et al., 1999; Poortmans &

Vanderstraeten, 1994).
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Na intoxicagdo por GM, a necrose tubular aguda ocorre nos tabulos
contorcidos proximais, uma vez que 0s receptores de membrana existentes
nessa porgéo renal internalizam o aminoglicosideo ocasionando seu acumulo e
consequente nefrotoxicidade (Watanabe et al., 2004). Os aminoglicosideos
também afetam diretamente a filtracdo glomerular uma vez que diminuem tanto
0 numero, quanto o tamanho dos poros das células do epitélio capilar
glomerular reduzindo assim, a area disponivel para a ultrafiltracdo (Grauer et
al., 2001).

Ainda nesse contexto, alguns estudos tém demonstrado relagdo entre a
IRA induzida pelo uso da GM e o sistema renina-angiotensina como, por
exemplo, aumento da atividade da enzima renina induzida pelo uso da GM e
consequente diminuicdo do RFG (Luft & Evan, 1980; Nakajima et al., 1994). J&
estudo realizado por Ortega et al. (2005) demonstrou que o bloqueio da acéo
da angiotensina Il, pelo uso do antagonista do receptor AT1, losartan, causa
uma melhora significativa da funcéo renal apés inducdo de injuria renal pela
GM em ratos.

No presente estudo, nota-se que o treinamento, na 22 semana, impediu
0 aumento da creatinina plasmatica induzido pela GM, uma vez que nos
animais do grupo T GM sua concentracdo mostrou-se bem menor quando
comparada aos animais do grupo Sed GM. Essa concentracdo reduzida de
creatinina plasmatica reflete em uma queda menor no RFG dos animais T GM
em relacdo aos do grupo Sed GM.

Embora se conheca pouco a respeito do efeito do treinamento fisico
sobre os rins, sabe-se que a reatividade vascular renal encontra-se alterada
nesse contexto. Moraes et al. (2004) observaram aumento da vasodilatagcéo

renal dependente e independente do endotélio induzida pelo treinamento
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aerdbio. Nesse trabalho foi verificado que o treinamento fisico aerébio de
intensidade moderada foi capaz de alterar a reatividade vascular em rins de
coelho, potencializando a vasodilatacdo renal dependente e independente do
endotélio. Os pesquisadores, utilizando o método de perfusdo de rim isolado,
observaram aumento da vasodilatacdo dependente do endotélio (54 + 6%) em
animais treinados comparado com o0s nao-treinados (41 + 8%). A perfusdo
continua dos rins isolados com inibidor da sintese de Oxido nitrico (L-NAME)
bloqueou completamente a vasodilatacdo adicional induzida pela acetilcolina
nos animais treinados, resposta ndo encontrada nos nao-treinados. A pressao
de perfusao renal nos animais treinados foi reduzida de 54 + 6% para 38 + 5%
em rins perfundidos com L-NAME. A bradicinina induziu respostas
vasodilatadoras similares nos rins dos animais treinados e nao-treinados.

JA a vasodilatacdo independente do endotélio induzida pelo
nitroprussiato de Na® elevou-se com o treinamento (45 + 10% vs 36 * 7%).
Esses resultados sugerem que o aumento da vasodilatacdo em rins de coelhos
treinados esta relacionado a um aumento da biodisponibilidade do éxido nitrico
(NO), provocada provavelmente por alteracdes funcionais no endotélio
vascular, e a um aumento da sensibilidade do muasculo liso vascular renal ao
NO.

A necrose tubular aguda causada por GM é do tipo ndo oligurica
(Oliveira et al., 2006). Os tubulos contorcidos proximais absorvem grande
quantidade de agua e eletrolitos, e, especificamente, nessa porcéo renal, a
reabsorcdo de agua esta acoplada a de solutos. Assim a necrose tubular aguda
provoca polidria sendo, o fluxo urinaro aumentado, uma caracteristica presente
nesse quadro. Nesse estudo, nos animais nos quais a GM foi administrada,

observou-se elevacéo do fluxo urinario em relacdo aos animais controle como
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era, de fato, esperado. Contudo, o treinamento fisico ndo foi capaz de atenuar
esse efeito, uma vez que ndo houve diferenga estatistica entre 0s grupos que
receberam GM. Sumarizando, a diminuicdo do clearance de creatinina e
elevacdo do fluxo urindrio no grupo Sed GM (22 semana) refletiu em um
aumento acentuado na FEH,O aumento este bloqueado no grupo T GM.

Com relagdo aos eletrélitos Na* e K’ ressalta-se a importancia dos
mesmos na manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico do organismo. Em
condicOes fisiolégicas normais espera-se que o Na' seja reabsorvido nos
tubulos renais, em especial, no tabulo proximal no qual 65% da carga filtrada
desse ion séo reabsorvidos (Eaton & Pooler, 2006; Guyton & Hall, 2011). Da
mesma maneira o tubulo proximal também € responsavel pela maior parte da
reabsorcéo do K™ filtrado, cerca de 67%, enquanto 20% sé&o reabsorvidos pela
alca de Henle. Assim, a excrecdo urinaria de K* corresponde a cerca de 15%
da quantidade filtrada e ressalta-se que tanto o tubulo distal, quanto o ducto
coletor podem reabsorver ou secretar esse ion (Berne & Levy, 2006). A leséo
tubular causada pela GM, dentre outros agravos, causa estresse oxidativo
levando a célula tubular renal a apoptose (Shin et al., 2014). Assim, na IRA
induzida por GM espera-se excrecdo elevada tanto de Na®, quanto de K*. O
treinamento fisico, nesse estudo, contudo atenuou a FENa" e FEK", uma vez
gue nos animais treinados e sob efeito do aminoglicosideo (grupo T GM) houve
diminuicdo desses eletrolitos na urina. Esses achados estdo em concordancia
com estudo realizado previamente em nosso laboratério, conforme ja
mencionado, cujos animais treinados em relacdo aos nado treinados também
apresentaram uma menor fragdo de excrecdo de sodio (FENa"), acompanhada
por uma tendéncia de aumento da aldosterona plasmatica, assim como uma

menor FEK" (Ribeiro, 2009).
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Além do fator hormonal relacionado a reabsor¢do de Na®, existe a
atuacio direta e indireta da bomba Na® K*-ATPase localizada na membrana
basolateral das células tanto no tabulo proximal, quanto no segmento espesso
ascendente da alca de Henle. No entanto, até o presente, ndo se sabe o efeito
do treinamento fisico sobre esse transportador nos diferentes segmentos do
néfron. Assim, o efeito observado de reducéo tanto da FENa®, como da FEK"
pode ser explicado também pelo fato do exercicio fisico ocasionar uma reducéo
do estresse oxidativo e da inflamacdo conforme alguns estudos vem
constatando (Agarwall et al., 2012; De Souza et al., 2012).

O Cosm expressa a quantidade de agua com carga variavel de soluto
depurado do plasma por unidade de tempo. Observa-se que o exercicio nao foi
capaz de atuar nesse parametro, uma vez que nao se obteve diferenca
estatistica entre os grupos. Contudo, observa-se uma tendéncia de aumento
desse parametro, sobretudo nos animais GM, os quais obtiveram na ultima
semana o valor mais alto de Cosm que se traduz em urina concentrada, reflexo
da maior absorcdo de agua nesses animais nesse periodo.

A diferenca entre o volume total de urina e o Cosm € chamado CH,0.
Uma excrecdo de agua livre aumentada reflete uma menor reabsorcdo. Nota-
se, nesse trabalho, que esse parametro aumentou nos animais GM na 22
semana tornando-se estatisticamente significativo em relagcdo aos animais do
grupo salina. O aumento do CH,O é reflexo da poliuria provocada pela GM em
decorréncia de lesdo dos tubulos proximais cuja funcéo, entre outras, € de
reabsorcdo de agua.

Na 32 semana, o CH,O permaneceu aumentado no grupo Sed GM, mas
diminui no grupo T GM, situacdo essa que se estendeu até a 5% semana.

Conclui-se, portanto, que o treinamento foi capaz de atenuar esse parametro
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nos animais desse grupo. Isto se deu, provavelmente, em decorréncia da
associacdo do efeito antiinflamatério, conforme observado nas analises
histologica e morfométricas renais e a um provavel aumento de HAD conforme
ja relatado por Ribeiro (2009), ambos implicac6es decorrentes do treinamento
fisico. A diminui¢cdo da inflamag&o ocasionada pelo treinamento fisico pode ter
reduzido o efeito da GM por impedir a formacédo de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), o que reduz a formacdo e mobilizagdo dos canais de
aguaporinas para a membrana apical das células principais dos ductos
coletores. Consequentemente, a reabsor¢do de &gua nessa por¢cao renal
diminui, culminando com um aumento na excre¢cdo da mesma (Lee et al.,
2001). Em relacdo ao HAD, embora sua concentracdo plasmatica nédo tenha
sido mensurada nesse trabalho, estudo prévio realizado em nosso laboratoério
(Ribeiro, 2009), conforme ja mencionado, demonstrou aumento desse
horménio em animais treinados quando comparados a animais néo treinados.

Interessante ressaltar que a partir da 32 semana houve diminuicdo
continua no CH,O no grupo Sed GM, tornando-se inclusive, diferente
estatisticamente dos demais grupos na ultima semana do experimento. Isso
pode ter sido decorrente do fato de que com a recuperacdo do quadro de
necrose tubular aguda, o tecido renal foi, nesse momento, capaz de responder
ao HAD. Esse horménio, provavelmente, encontra-se aumentado nesses
animais em decorréncia do estabelecimento do quadro de poliaria, com
formacdo de urina hiposmoética o que € percebido imediatamente pelos
osmorreceptores desencadeando um processo que resulta no estimulo da
secrecdo de HAD (Naves et al., 2003). Contudo, a auséncia de AMPc
provocada pela GM, dificulta a resposta renal a concentracdo sérica de ADH

aumentada. A  progressiva melhora renal, entretanto, propicia,
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progressivamente, aumento da resposta renal ao HAD e, consequentemente,
maior reabsorcdo de agua.

A origem do quadro de proteinuria verificado nos animais que receberam
GM pode ser explicada pela juncdo de trés fatores. Embora o glomérulo, em
condi¢cdes normais, seja impermeével a proteinas de alto peso molecular,
eventualmente moléculas proteicas de baixo peso molecular ultrapassam a
barreira glomerular. Nesse caso, a reabsorcdo dessas proteinas € realizada
pelos tubulos proximais, que na necrose tubular aguda encontram-se lesados
e, portanto, incapacitados de realizar tal funcdo (Vianna et al., 2006; Langston
et al., 2008). Como a GM provoca, além das lesdes tubulares, danos glomerulares
por mecanismos ainda nado esclarecidos totalmente (Lopez-Novoa et al., 2011),
ocorre 0 surgimento da proteindria, um indicativo de lesdo glomerular ou tubular
(Consenza, 2010). Aléem disso, as proteinas encontradas na urina sdo também,
provavelmente, decorrentes da protedlise macica causado pela GM no quadro
de necrose tubular aguda.

Na conducdo desse estudo houve consideravel aumento desse
parametro renal nos animais do grupo GM visualizado, principalmente, na 22
semana. O aumento da proteinuria reflete uma grave lesédo renal nos ratos que
receberam GM. Contudo, a partir da terceira semana o treinamento fisco foi
capaz de atenuar esse efeito, uma vez que houve reducado consideravel da
proteindria nos animais treinados que foi estatisticamente diferente dos valores
encontrados no grupo de animais Sed GM. De fato, alguns estudos tém
demonstrado que o treino aerobio regular possui papel preventivo e terapéutico
no desenvolvimento da proteinuria (Calle-Pascual et al., 1993; Lazarevic et al.,
2007; Kurdak et al., 2010) e reducéo da lesdo glomerular em quadros de

diabetes mellitus (Ishikawa et al., 2012).
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As causas para o desenvolvimento da lesédo renal induzida pela GM
podem ser varias. Tem sido proposto, por exemplo, que espécies reativas de
oxigénio (EROS) podem ser os agentes causadores da morte celular em
diferentes estagios patoldgicos da injaria renal (Fantone & Ward, 1982; Weiss
& Lobuglio, 1982; Halliwell & Gutteridge, 1990). A producdo de EROS pode,
ainda, estimular a ativacéo ou expressado de mediadores proinflamatorios o que
contribuiria para o desenvolvimento progressivo da leséo renal induzida pela
GM. A resposta inflamatéria e fibrogénica associada ao aumento dos niveis do
fator de crescimento tumoral (TGF)- B, endotelina e angiotensina Il, durante o
tratamento com GM, foram implicados na progressdo da necrose
tubulointersticial (Shaheen, 2014). Da mesma forma, Geleilete et al. (2002)
verificaram que os miofibroblastos, macrofagos, fator de transformacao
do crescimento- (TGF-B), endotelina e angiotensina Il contribuem para o
desenvolvimento da fibrose renal em ratos tratados com GM.
Neste trabalho observou-se que o treinamento fisico aerdbio moderado foi
capaz de reduzir o quadro inflamatério provocado pela GM assim como o
aumento da area intersticial que se reflete por perda tecidual e diminuicao,

portanto, da funcionalidade renal.



6 CONCLUSOES

6.1 Avaliacdo do treinamento fisico

Os resultados mostram que o protocolo de treinamento fisico empregado foi

efetivo, uma vez que os animais apresentaram:

* Aumento da atividade da enzima citrato sintase;
e Aumento do tempo total de exercicio e da velocidade maxima

constatado no 2° TEMP.

6.2 Avaliacédo da funcéo renal

Nossos resultados mostraram que o treinamento fisico apresenta aspectos
nefroprotetores ja que os ratos submetidos ao treinamento e que receberam a

GM apresentaram:

e Melhora dos danos renais hemodinamicos, o que foi constatado pela
diminuicdo da concentracdo plasmatica de creatinina e aumento do
clearance de creatinina;

¢ Reducdo dos danos renais tubulares, uma vez que a excrecido de Na* e

K* encontram-se reduzidas:

¢ Reducdo das lesdes glomerular e tubular uma vez que houve menor

proteindria;

¢ Melhora do efeito inflamatério causado pela GM o que foi evidenciado
pelas analises histolégica e morfométrica que revelaram menor niamero

de células inflamatdrios além de menor area intersticial no grupo T GM.
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