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RESUMO

SOARES, Pedro Natali Pinheiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2012.
Influéncia do exercicio fisico regular sobre alguns parametros morfolégicos renais
de ratos com Diabetes mellitus experimental. Orientador: Antdnio José Natali.
Coorientadores: Jodao Carlos Pereira da Silva e Ricardo Junqueira Del Carlo.

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de um programa de natagdo sobre a
histofisiologia renal de ratos com Diabetes mellitus (DM) experimental. Foram
utilizados ratos (Rattus norvegicus) Wistar com 30 dias idade e peso corporal médio de
87,42 g. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
controle sedentario (CS, n=8); controle exercitado (CE, n=6); diabético sedentario (DS,
n=9); e diabético exercitado (DE, n=13). Os animais dos grupos, DE e DS receberam
uma injecdo intraperitoneal (60 mg/kg de peso corporal) de estreptozotocina (STZ),
diluida em 1mL de tampao citrato de sodio (0,1 M, pH 4.5). Os animais dos grupos CS
e CE receberam a mesma dose de tampao citrato de sodio (0,1 M, pH 4.5) sem STZ.
Sete dias apos a aplicagdo de STZ e jejum de 12 horas, os animais que apresentaram
glicemia de jejum superior a 300 mg\dL foram considerados diabéticos. Apos 45 dias de
hiperglicemia (diabetes), os animais do grupo DE e CE foram submetidos a um
programa de natacdo por oito semanas. ApOs a eutanasia, os rins foram removidos,
pesados e processados para andlises histomorfométricas. Foram medidos o didmetro
externo e a area interna e externa dos glomérulos. As células PAS positivas foram
contadas. O grupo CE apresentou as areas interna e externa dos glomérulos renais
significativamente maiores (P<0,05) que o grupo DE. O didmetro dos glomérulos nao
foi diferente entre os grupos (P>0,05). Nos grupos CE e CS ndo foram observadas
células com actimulo de glicogénio, todavia, os animais diabéticos apresentaram
acimulo de glicogénio nos tubulos renais. O exercicio fisico ndo foi capaz de reverter o
quadro. Concluiu-se que o DM aumentou o ntimero de células renais com degeneragdo
glicogénica, mas ndo alterou a histomorfometria renal. O protocolo de exercicio usado

nao alterou este quadro.
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ABSTRACT

SOARES, Pedro Natali Pinheiro, M.Sc., Universiade Federal de Vigosa, April, 2012.
Influence of exercise on some renal morphological parameters from rats with
experimental Diabetes mellitus. Adviser: Antonio José Natali. Co-advisers: Jodo
Carlos Pereira da Silva and Ricardo Junqueira Del Carlo.

The aim of this study was to investigate the effects of a swimming training program on
the hitophysiology of the kidney in rats with experimental diabetes mellitus (DM).
Thirty-days old male Wistar rats (Rattus norvegicus) with mean body mass of 87.42 g
were randomly divided into four experimental groups: sedentary control (SC, n=8);
exercised control (EC, n=6); sedentary diabetic (SD, n=9); and exercised diabetic (ED,
n=13). Animals from ED and SD groups received an intraperitoneal injection (60 mg/kg
body mass) of streptozotocin (STZ) diluted in 1 mL of sodium citrate buffer (0.1 M, pH
4.5). Animals from, SC and EC groups received the same dose of sodium citrate buffer
(0.1 M, pH 4.5) without STZ. Seven days after STZ injection those animals with fasting
glucose above 300 mg\dL were considered diabetic. After 45 days of hyperglycemia
(diabetes), animals from ED and EC groups were subjected to a swimming training
program for 8 weeks. After euthanasia, the kidneys were removed, weighed and
processed for histomorphometric analysis. The outer diameter and the outer and inner
areas of the glomeruli were measured. PAS positive cells were counted. EC animals
presented the inner and outer areas of renal glomerulus significantly higher than ED
animals (P<0,05). The diameter of glomeruli was not different between groups
(P>0,05). SC and EC groups did not show accumuation of glycogen in the renal
tubules, however the diabetic animals did. The exercise protocol employed was not able
to reverse this situation. It was concluded that DM increased the number of renal cells
with glycogenic degeneration, but did not alter renal histomorphometry. The exercise

protocol used did not change this frame.



1. INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) ¢ definido como um disturbio do metabolismo de
carboidratos, apresentando, entre outras manifestagdes, a hiperglicemia continua ou
intermitente. As principais classes clinicas do diabetes sao DM tipo I e tipo II. O tipo I
tem como causa primaria a destruicdo auto-imune das células [ das ilhotas de
Langerhans do pancreas, responsaveis pela producao de insulina, enquanto que o DM
tipo II ¢ caracterizado pela resisténcia das células alvo a insulina (Fang et al., 2004;
Aires, 2008; Howarth et al., 2008). De acordo com a American Diabetes Association
(ADA) (2011), existem outras classes clinicas do diabetes como o diabetes gestacional e
outros tipos especificos de diabetes devido a outras causas como: defeitos genéticos na
funcao das células B, defeitos genéticos na acdo da insulina, doencas no pancreas
exocrino (ex. fibrose cistica), e drogas ou tratamento quimico (ex. no tratamento da
HIV/AIDS ou transplante de algum 6rgdo afetado).

O DM acomete diversos 6rgaos, dentre os quais, o coragdo, os rins, os olhos e o
sistema nervoso, com manifestagdes distintas como cardiomiopatia diabética, nefropatia
diabética (ND), retinopatia diabética e neuropatia diabética, respectivamente.

Os rins s3o 6rgaos pares localizados na parede posterior do abdome, atras do
peritonio, em ambos os lados da coluna vertebral. O lado medial de ambos os rins
contém uma incisura através da qual passam a artéria e as veias renais, 0s nervos € a
pelve. Duas regides sdo evidentes: uma regido mais externa chamada cortex e uma mais
interna chamada medula. O cortex e a medula sdo compostos de nefrons - unidades
funcionais dos rins, vasos sanguineos e linfaticos e nervos (BERNE et. al.,2004). A
nefropatia diabética ¢ proveniente das afec¢des renais degenerativas e inflamatdrias
causadas pelo DM, que ¢ a principal causa da doenga renal cronica em pacientes que
iniciam a terapia de reposi¢do renal e estd associada com o aumento de mortalidade
cardiovascular (GROSS et. al., 2005).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) (2009), a presenca
de pequenas quantidades de albumina na urina representa o estdgio inicial da ND,
conhecido como microalbumintria ou nefropatia incipiente. O estdgio mais avangado na
ND denomina-se macroalbumindria, proteinuria ou nefropatia clinica. O
desenvolvimento da nefropatia ¢ considerado lento mas, mesmo assim, muitos pacientes
desenvolvem doenca renal terminal (DRT) e requerem hemodiélise. A prevaléncia de
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macroalbuminuria em pacientes com DM do tipo 1 pode chegar a 40% e, em pacientes
com DM do tipo 2, varia de 5% a 20%.

O rim recebe cerca de 20% do débito cardiaco em repouso, enquanto durante o
exercicio o sangue ¢ desviado da arvore vascular renal (isquemia renal) e ¢
redirecionado para os musculos ativos, chegando a receber menos de 5% do débito
cardiaco, dependendo, principalmente, da intensidade do exercicio. E sugerido por
Hohimer et al. (1983) e Mitchell (1990) que o fator primario responsavel pela redugao
do fluxo sanguineo renal durante o exercicio intenso e prolongado ¢ a ativacao do
sistema nervoso simpatico. A area vascular renal ¢ ricamente inervada com os neurdnios
adrenérgicos simpaticos os quais liberam o neurotransmissor noradrenalina que
provocam contragdo da parede vascular resultando em vasoconstricdo. Todavia, quando
a perfusdo renal diminui, o rim ¢ capaz de manter o filtrado glomerular e o fluxo
plasmatico renal através do mecanismo da autorregulagio (BRAAM e KOOMANS,
1996).

O exercicio fisico tem sido recomendado como tratamento ndo farmacoldgico no
controle do DM, minimizando as alteracdes estruturais e funcionais nos 6rgaos afetados
pela doenca. (ALBRIGHT et al., 2000; SIGAL et. al., 2004). De acordo com Boor
(2009), o exercicio fisico moderado reduz a glicagdo avangada no diabetes e reduz a
expansao mesangial glomerular. A atividade fisica regular pode prevenir complicagdes
do DM através de efeitos benéficos no controle glicémico, sensibilidade a insulina,
pressdo sanguinea, perfil lipidico e funcdes endoteliais (WADEN et. al. 2008). Levando
em consideracdo a importancia do rim no bom funcionamento do organismo e as
complicacdes que o DM pode provocar nesse 0rgdo, torna-se necessario estudar quais
sdo os danos causados na estrutura morfologica do rim e se o exercicio fisico regular ¢

capaz de atenuar alguma complicagdo provocada pela doenga.
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Investigar os efeitos de um programa de natagdo sobre alguns parametros

morfoldgicos renais de ratos com DM experimental.

2.2 Objetivos Especificos



Verificar se um programa de natacdo altera a estrutura dos rins de ratos com DM
experimental, considerando os seguintes parametros:
e Numero de células coradas pelo PAS positivo nos tubulos renais (acaimulo de
glicogénio); e

e Diametro, area interna e area externa dos glomérulos renais.

Hipoteses

Ho - O exercicio fisico ndo altera o nimero de células marcadas com PAS
positivo nos tibulos renais e nem as propriedades histomorfométricas dos glomérulos
renais de ratos com DM experimental.

Hi1 - O exercicio fisico altera o nimero de células marcadas com PAS positivo
nos tubulos renais e as propriedades histomorfométricas dos glomérulos renais de ratos

com DM experimental.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Diabetes mellitus

De acordo com a SBD (2009), o DM nao ¢ uma tUnica doenga, mas sim, um
grupo heterogéneo de distirbios metabolicos que apresenta em comum a hiperglicemia,
a qual ¢ o resultado de defeitos na agdo da insulina, na secrecdo de insulina ou em
ambos.

A classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), também
observada na ADA (2011), inclui quatro classes clinicas: DM tipo 1, DM tipo 2, outros
tipos especificos de DM e DM gestacional. Além dessas, ainda existem duas categorias,
referidas como pré-diabétes, que sdo a glicemia de jejum alterada e a tolerancia a
glicose diminuida. Tais categorias nao sdo entidades clinicas, mas fatores de risco para
o desenvolvimento de DM e doengas cardiovasculares (DCCs).

Trés sdo os critérios aceitos para o diagnoéstico de DM (SBD, 2009): 1) sintomas
de poliuria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia casual acima de 200
mg/dl; 2) glicemia de jejum igual ou superior a 126 mg/dl (7 mmol); e 3) glicemia de
duas horas pds-sobrecarga de 75 g de glicose acima de 200 mg/dl.

A tabela 1 demonstra os valores de glicose plasmatica para diagnéstico de DM e

seus estagios pré-clinicos (SBD, 2009).



Tabela 1. Diagnoéstico de Diabetes mellitus e seus estagios pré-clinicos.

Categoria Jejum Duas horas apos Casual
75g de glicose
Glicemia normal Menor que Menor que 140 -
100(mg/dl) (mg/dl)
Tolerancia a glicose ~ Maior que 100 a Igual ou superior a -
diminuida menor que 126 140 a menor que
(mg/dl) 200 (mg/dl)
Diabetes mellitus Igual ou superior a  Igual ou superior a  Igual ou superior a
126(mg/dl) 200 (mg/dl) 200 (mg/dl)

O DM ¢ uma doenga que vem crescendo de maneira rapida em todo mundo. Em
1985, estimava-se haver 30 milhdes de adultos com DM no mundo. Esse nimero
aumentou para 135 milhdes em 1995, chegando a 173 milhdes em 2002 e com projecao
de chegar a 300 milhdes em 2030 (SBD, 2009; ADA, 2011). Pode-se creditar o aumento
do ntimero de individuos com DM ao crescimento e ao envelhecimento populacional, a
maior urbanizagdo, a crescente prevaléncia de obesidade e sedentarismo, bem como a
maior sobrevida de pacientes com DM. No Brasil, no final da década de 1980, calculou-
se a prevaléncia de DM na populagdo adulta em 7,6%. Estudos mais recentes mostram
taxas mais elevadas, como 12,1% no estudo de Ribeirdo Preto (SP) e de 13,5 em Sao
Carlos (SP) (SBD, 2009).

O DM tipo 1, presente de 5% a 10% dos casos de diabetes, se da pela
destruicao, na maioria dos casos autoimune, das células beta-pancreaticas, ocasionando
uma conseqliente deficiéncia de insulina (SBD, 2009; ADA, 2011). A taxa de destrui¢ao
das células beta € variavel, sendo, em geral, mais rapida entre as criangas e de forma
lentamente progressiva em adultos. A primeira manifestacdo da doenca, principalmente
em criancas e adolescentes, seria a cetoacidose, outros podem apresentar modestas
hiperglicemias, mudando rapidamente para severas hiperglicemias e, ou, cetacidoses, na
presenca de infeccao ou de outros estresses (ADA, 2011).

O modelo animal vem sendo utilizado para estudos do DM ao longo dos anos. A
inducdo do DM com a droga estreptozotocina (STZ) promove danos semelhantes aos
provocados pelo DM tipo 1. Akbarzabeh et al (2007) mostraram através de amostras do
tecido pancreatico de ratos normais e diabéticos que as células B nas ilhotas de

Langerhans de ratos que receberam injecdo com STZ foram claramente degeneradas,
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provocando DM experimental. A STZ também altera o metabolismo normal em ratos
diabéticos comparando com ratos normais. O consumo de 4dgua e alimentac¢do, volume
de urina e glicose sanguinea aumentam em animais diabéticos em comparacdo com
ratos normais, enquanto os niveis de insulina, peptideo C e peso corporal diminuem

(AKBARZABEH et al. 2007).

3.2. O Rim

Os rins estao localizados em ambos os lados da coluna vertebral no espago
retroperitoneal da cavidade abdominal posterior. No polo superior de cada rim,
envolvida pela fascia renal e por uma camada protetora espessa de tecido adiposo
perirrenal, situa-se uma glandula supra-renal. Na borda medial, concava, contém uma
fissura vertical profunda denominada hilo, através do qual os vasos € nervos renais
passam e onde tem inicio a pelve renal, que da origem ao ureter. O rim possui duas
regides distintas, o cortex e a medula. Cerca de 90 a 95% do sangue que passa pelo rim
estd no cortex ao passo que cerca de 5 a 10% estd na medula. O cortex consiste em
corplsculos renais juntamente com os tibulos contorcidos e retos do néfron, e um
extenso suprimento vascular. A medula ¢ caracterizada por tibulos retos, ductos
coletores e uma rede especial de capilares, os vasos retos (BERNE et. al.,2004; AIRES,
2008; ROSS e PAWLINA, 2008).

Os rins retém os materiais essenciais e removem do organismo substancias
prejudiciais ou ndo aproveitaveis. Eles sdo responsaveis pela manutengdo e regulagao
da composicao do liquido extracelular, e também sdo essenciais para a manutengdo do
equilibrio 4cido-base. O rim também funciona como um 6rgao enddcrino, pois sintetiza
e secreta o hormonio glicoprotéico eritropoetina, que regula a formagao das hemacias
em resposta da diminuicdo da concentracdo de oxigénio no sangue. Além disso, €
responsavel pela sintese e secrecao da protease acida renina, uma enzima envolvida no
controle da pressao arterial e do volume sanguineo (AIRES, 2008; ROSS e PAWLINA,
2008).

O néfron ¢ a unidade estrutural e funcional fundamental do rim, sendo que sdo
responsaveis pela producdo de urina e correspondem a porcdo secretora de outras
glandulas. O néfron consiste em corpusculo renal e um sistema de tabulos (ROSS e
PAWLINA, 2008), descritos a seguir. Os glomérulos consistem de uma rede de
capilares que recebem sangue da arteriola aferente e drenam para a arteriola eferente. Os
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capilares sdo cobertos por células epiteliais, chamadas poddcitos, os quais formam a
camada visceral da capsula de Bowman. As células viscerais se defletem no polo
vascular, onde as arteriolas aferentes e eferentes entram e saem da capsula de Bowman,
para formar a camada parietal da capsula de Bowman. O espago entre a camada visceral
e a camada parietal ¢ chamado espago de Bowman, o qual, no poélo urinério, o tibulo
proximal se une a cépsula de Bowman do glomérulo, transforma-se no limen do tiibulo
proximal (BERNE et. al., 2004).

Quando o ultrafiltrado glomerular passa pelos tabulos uriniferos e coletores do
rim, sofre alteragdes que envolvem tanto a absor¢do passiva como ativa, bem como a
secrecdo. Certas substancias no ultrafiltrado sdo reabsorvidas; algumas parcialmente
reabsorvidas (ex. 4gua, sodio e bicarbonato) e algumas completamente reabsorvidas (ex.
glicose). Outras substancias (ex. creatinina e acidos e bases organicos) sdo adicionadas
ao ultrafiltrado pela atividade secretoria das células dos tibulos (ROSS ¢ PAWLINA,
2008).

O corpusculo renal cont¢ém um grupo de células denominadas células
mesangiais. Tais células e sua matriz extracelular constituem o mesangio. As células
mesangiais ndo estdo inteiramente confinadas ao corpusculo renal, algumas estdo fora
do corptsculo ao longo do pdlo vascular, onde também sido chamadas de células
reticuladas, e fazem parte do que ¢ denominado aparelho justaglomerular (ROSS e
PAWLINA, 2008). O aparelho justaglomerular ¢ um componente do importante
mecanismo de feedback que regula o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtragdo
glomerular. O aparelho justaglomerular ¢ formado pela macula densa, pelas células
mesangiais extraglomerulares e pelas células granulares produtoras de renina na

arteriola aferente (BERNE et. al.,2004).

3.3. Func¢ao renal

A ag¢do coordenada dos varios segmentos dos néfrons determina a quantidade de
substancias contidas na urina. Ha trés processos gerais: (1) filtracdo glomerular, (2)
reabsorcdo de substancias do fluido tubular para o sangue, e (3) em alguns casos,
secrecdo de substancia do sangue para o fluido tubular. O primeiro passo na formagao
da urina pelos rins ¢ a produ¢do de um ultrafiltrado de plasma através dos glomérulos

(BERNE et. al.,2004).



O conhecimento da taxa de filtragdo glomerular (TFG) ¢ essencial na avaliagdo
da severidade e da evolucdo de doengas renais. Nesse evento, 20% do plasma que entra
no rim e alcanga os capilares glomerulares sdo filtrados atingindo o espago de Bowman.
Os 80% de plasma restante, que ndo foram filtrados, circulam ao longo dos capilares
glomerulares atingindo a arteriola eferente, dirigindo-se para a circulagdo capilar
peritubular e, posteriormente, a circulagdo sistémica (AIRES, 2008). A TFG ¢ igual a
soma da taxa de filtracao de todos os néfrons funcionais. Desta maneira, a TFG ¢ um
indice da fun¢do dos rins. A diminui¢do da TFG geralmente significa que a doenca renal
estd em progressao, enquanto o aumento na TFG geralmente sugere o restabelecimento
da fungao renal (BERNE et. al.,2004).

Em adultos normais, a TFG média ¢ de 90 a 140 ml/min para homens e 80 a 125
ml/min para mulheres. Deste modo, em um periodo de 24 horas, um total de 180 I/dia
de plasma sao filtrados pelos glomérulos. Apds 30 anos, a TFG comega a diminui com o
passar dos anos. Contudo, esse declinio na TFG geralmente ndo afeta a fun¢do excretora
dos rins, nem sua capacidade de manter o balango de fluido, eletrélitos e acido base
(BERNE et. al.,2004).

A concentragdo plasmatica de glicose em um homem adulto normal ¢ de 5 mM,
e sua filtragao diaria ¢ de 900 mM, sendo que a excregdo diaria ¢ de OmM. Isso significa
que a reabsor¢do tubular da quantidade de glicose filtrada ¢ de 100% (AIRES, 2008).
Normalmente, os tiibulos proximais reabsorvem, por dia, cerca de 158 litros de fluido
tubular isotonico, o que corresponde a cerca de 88% do volume de plasma filtrado
diariamente pelos glomérulos (180 litros). Tal capacidade de trabalho desse segmento
tubular ¢ devida a uma série de adaptacdes que facilitam a reabsor¢do de sais e agua,
tais como: a) microvilosidades da membrana luminal que aumentam a area disponivel
para reabsorcdo; b) borda-em-escova com proteinas carregadoras especificas, que
facilitam o transporte de varios solutos; c) luz tubular e citosol ricos em anidrase
carbOnica, enzima que possui importante papel na secre¢ao de hidrogénio e reabsor¢ao
de bicarbonato; e d) tight junctions relativamente permeaveis, em comparagdo com 0s
demais segmentos de néfron, permitindo que, através dos espagos intercelulares, ocorra
transporte de solutos a favor de seus gradientes de concentragcao (AIRES, 2008).

No processo de ultrafiltrado glomerular o plasma atravessa a membrana filtrante,
constituida de trés camadas: endotélio capilar, membrana basal glomerular e epitélio da
parede interna da cépsula de Bowman. Essa membrana filtrante permite a filtracdo de
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solutos pequenos, como ions, dgua, ureia, glicose e inulina. Entretanto, solutos maiores,
como a mioglobina, sdo menos filtrados, enquanto a hemoglobina e a albumina
possuem filtracdo minima (AIRES, 2008).

Individuos que apresentam nefropatia diabética podem estar incluidos em alguns
dos estagios propostos pela National Kidney Foundation, que classificam os estagios da

doenga renal cronica (DRC) baseado primeiramente nos niveis da TFG (Tabela 2).

Tabela 2: Classificacao da DRC baseada na TFG considerando a excre¢ao de albumina.

Estagio Descrigao TGF (ml/min/1,73 m?)

1 Dano renal* com TFG normal ou aumentada >90

2 Dano renal* com leve diminuigdo da TFG 60-89

3 Diminui¢do moderada da TFG 30-59

4 Diminuig¢io severa da TFG 15-29
Insuficiéncia renal <15 ou dialise

* Dano renal definido como anormalidades na patologia, urina, sangue ou testes de imagens. Tabela

adaptada da ADA (2011).

Desse modo a mensura¢dao regular da TFG ¢ de estrema importancia para o
controle da ND. Sendo que devem ser incluidos tratamentos multifatoriais da DRT
como, reducdo da pressdo arterial para <130/80 mmHg, diminui¢do de albumindria,
controle glicémico, tratamento de anemia, tratamento lipidico, tratamento do
hiperparatiroidismo secundario, interrup¢ao do cigarro, perda de peso e atividade fisica
(BLOOMGARDEN, 2008).

A creatinina e a uréia sdo substancias muito utilizadas quando se pretende fazer
uma avaliagdo da TGF. De acordo com Burmeister et. al. (2007), a avaliacdo inicial da
func¢do renal na pratica clinica didria deve se realizada através da dosagem da creatinina
plasmatica, pela eficacia e simplicidade do método. Estudos realizados com ratos

também utilizam desses parametros (Boor et. al. 2009; Oliveira et. al. 2009).

3.4. Nefropatia diabética

O Diabetes mellitus causa afec¢des renais degenerativas e inflamatorias,
diagnosticadas como Nefropatia Diabética, que ¢ a principal causa da doenga renal
cronica em pacientes que iniciam a terapia de reposi¢do renal e estd associada com o
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aumento de mortalidade cardiovascular (GROSS et. al., 2005). De acordo com a ADA
(2011), para diminuir o risco ou reduzir a progressdo da nefropatia, recomenda-se a
otimizagdo do controle glicémico e do controle da pressao arterial.

A localizagdo mais grave das lesdes microvasculares no DM ¢ a renal, por
interferir na fungdo do 6rgdo e abreviar a vida. As principais lesdes encontradas no rim
do individuo diabético sdo: aumento do material da matriz mesangial do glomérulo,
cujo extremo ¢ o aparecimento dos nodulos descritos por Kimmelstiel ¢ Wilson;
espessamento da membrana basal do capilar glomerular ¢ da membrana da capsula de
Bowman; hialinose das arteriolas aferentes e eferentes do glomérulo; e degeneragdo
glicogénica dos tubulos (nefrose glicogénica) (ARDUINO, 1980).

De acordo com Dunnill (1976), o DM interfere na homeostasia renal de quatro
maneiras diferentes. Primeiro, no diabético ndo tratado existe grande aumento de
glicogénio no epitélio dos tubulos renais, principalmente na medula externa e no cortex
interno. Segundo, o rim diabético demonstra maiores alteracdes arterioscleroticas
avangadas comparado ao rim de pacientes da mesma idade ndo diabéticos. Terceiro,
existe um aumento na incidéncia da pielonefrite, tanto aguda como cronica. E em
quarto, existe uma lesdo caracteristica conhecida como glomerulosclerose intercapilar.

A presenca de pequenas quantidades de albumina na urina representa o estagio
inicial da ND: microalbuminuria ou nefropatia incipiente. O estagio mais avancado na
ND denomina-se macroalbuminuria, proteiniria ou nefropatia clinica. O
desenvolvimento da nefropatia ¢ considerado lento, mesmo assim muitos pacientes
chegam a DRT e requerem hemodialise (SBD, 2009; ADA, 2011). Em um estudo
realizado por Alves et. al. (2011), onde foram avaliados 166 pacientes com diabetes,
50% tinham albuminuria, 52% nefropatia incipiente e 47% nefropatia clinica. 63% dos
pacientes apresentavam niveis pressoricos elevados, LDL > 100mg/dl em 79%, HDL <
45 mg/dl em 63%, triglicerideos > 150 mg/dl em 63% em e colesterol total > 200 mg/dl
em 63%. Esses dados indicam que a maioria dos pacientes estdo expostos a fatores que
aceleram a progressdao da ND e predispdem a ocorréncia de eventos cardiovasculares.

A prevaléncia de macroalbuminuria em pacientes com DM do tipo 1 pode
chegar a 40% e, em pacientes com DM do tipo 2, varia de 5% a 20%. Pode-se efetuar o
diagnostico de ND utilizando-se diferentes tipos de coleta de urina, mas deve-se iniciar
o rastreamento da ND preferencialmente pela medida de albumina em amostra de urina,
devido a acuracia diagnostica e a facilidade desse tipo de coleta (SBD, 2009). A tabela 3
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apresenta os estagios da nefropatia diabética, demonstrando os valores de albuminuria

relacionado com o tipo de coleta de urina.

Tabela 3: Estagios da nefropatia diabética diagnosticados de acordo com valores de albuminuria
e com o tipo de coleta de urina.

Estagio Urina com Urina de 24 h Amostra
tempo marcado (mg/24 h) Albumina Concentragio
(ng/min) creatinina (mg/g)
(mg/1)
Normoalbumintiria ~ Menos de 20 Menos de 30 Menos de 30 Menos de 17
Microalbuminuria 20a 199 302299 302299 17a173
Macroalbuminuria Igual ou Igual ou Igual ou Igual ou

superior a 200 superiora 300  superior a 300  superior a 174

Fonte:Tabela adaptada da SBD (2009).

De acordo com Zanella (2006), a deteccdo da microalbuminuria ¢ medida
importante para identificar individuos com maior risco de desenvolver doenga
cardiovascular e com lesdo renal passivel de progressdo para insuficiéncia renal. A
avaliagdo para microalbuminuria, segundo as recomendacdes da ADA (2011) e SBD
(2009) , deve ser feita anualmente em pacientes com DM tipo 1 a partir do quinto ano
do diagnostico. A presenga de microalbuminuria requer maior aten¢do para as medidas
de controle da pressdo arterial, que deve ser mantida em niveis inferiores a 130/80
mmHg, assim como para as medidas de controle dos lipides e glicemia.

Com relagdo ao mecanismo da albumindria, Bloomgarden (2008) descreve
anormalidade envolvendo a barreira endotelial glomerular, provocando filtragdo
excessiva, assim como reducdo da degradagdo e reabsor¢do da albumina de células
tubulares renais. Outros fatores responsaveis por agravar o estado de albumintria sdo a
hipertensao glomerular, inflamagao e estresse oxidativo, com a angiotensina Il e fatores
de estresse mecanicos contribuindo nesse processo.

As proteinas (ex. albumina) filtradas nos glomérulos sdo também reabsorvidas
no tibulo proximal. Essa reabsor¢ao comeca quando as proteinas sdo degradadas
parcialmente por enzimas na superficie das células do tubulo proximal e levadas para
dentro das células por endocitose. Dentro das células, enzimas digerem as proteinas e
peptideos em seus aminoacidos constituintes, e esses passam da célula através da

membrana basolateral e retornam ao sangue. Geralmente, por esse mecanismo sao
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reabsorvidas todas as proteinas filtradas e, com isso, a urina ndo apresenta altas
concentragdes de proteinas. Porém, esse mecanismo ¢ facilmente saturado, ou seja, o
rompimento da barreira de filtragdo glomerular resulta em aumento da quantidade de
proteinas filtradas, o que resultara em proteinuria (BERNE et. al., 2004).

Uma possivel ligagdo entre hiperglicemia e nefropatia diabética ¢é pela
glicosilagdo ndo enzimatica de proteinas. Nesse processo, a glicose se liga aos grupos-
amino das proteinas, resultando em produtos iniciais da glicosilagdo nao-enzimatica,
como a hemoglobina glicosilada (Hbgli). Como a extensdo da glicosilagao ¢ dependente
da meia-vida da proteina e do valor médio da glicemia, a percentagem de Hbgli ¢
utilizada, clinicamente, para estimar a média da glicemia dos ultimos 90-120 dias, que
corresponde a vida média das hemacias (FARIA 2001).

Com a continuidade do processo através de uma série de reagdes quimicas lentas
e irreversiveis, produtos finais da glicosilagao ndo-enzimatica (conhecidos como AGEs,
advanced glycated end-products) sdo formados, alguns dos quais capazes de estabelecer
ligagdes covalentes com grupos-amino de outras proteinas, resultando em reagdes
proteinas-proteinas. Ao contrario dos produtos de vida curta como a Hbgli, os AGEs sdo
estaveis, portanto, acumulam-se nos tecidos e nas paredes dos vasos, € suas
concentragdes nao retornam ao normal mesmo quando a hiperglicemia ¢é corrigida. Esse
efeito pode estimular a proliferacdo de células mesangiais e também a sintese de
colageno tipo IV. Todo esse processo pode contribuir para o aumento na deposigdo de
matriz extracelular no mesangio, interferir na depuracao mesangial de macromoléculas
e alterar a funcdo de macrofagos, contribuindo para a expansdo mesangial € a oclusdo
glomerular (FARIA 2001).

A hipertrofia de células do tubulo proximal e do mesangio sdo marcos iniciais do
desenvolvimento do Diabetes renal. A hipertrofia das células renais precede e pode, sem
duvidas, contribuir pra anormalidade no estagio final do rim diabético, tais como
glomerulosclerose, atrofia tubular e fibrose intersticial. Abordagens de cultura celular,
sem interferéncias de fatores sistémicos e hemodindmicos, tém fornecido uma
consideravel quantidade de informacdes sobre o mecanismo do crescimento e a
influéncia do ambiente com alta quantidade de glicose (WOLF e ZIYADEH, 1999).

Fatores genéticos também contribuem na patogénese da ND, onde, com fatores
ambientais propicios, individuos que possuem predisposicdo genética sdo mais
susceptiveis a desenvolver a doenca. A ND ¢ considerada uma doenga com provavel

11



transmissdo genética do tipo poligénica e complexa, onde duas estratégias principais
tém sido utilizadas na busca dos genes associados a ND: sendo eles a avaliagdo de genes
candidatos e a utilizagdo de genoma wide scan. O conhecimento dos principais genes
permitiria prever os individuos de maior risco para o desenvolvimento da ND, além de

possibilitar um melhor entendimento fisiopatologico da doenca (CARPENA, 2010).

3.5. Exercicio fisico e nefropatia diabética

O rim recebe cerca de 20% do débito cardiaco em repouso, enquanto durante o
exercicio o sangue ¢ desviado da arvore vascular renal (isquemia renal) e ¢
redirecionado para os musculos ativos, chegando a receber menos de 5% do débito
cardiaco, dependendo principalmente da intensidade do exercicio. Sugere-se
(HOHIMER et al., 1983 e MITCHEL, 1990) que o fator primario responsavel pela
reducdo do fluxo sanguineo renal durante o exercicio intenso e prolongado ¢ a ativagao
do sistema nervoso simpatico. A area vascular renal é ricamente inervada com os
neurdnios adrenérgicos simpdaticos que liberam o neurotransmissor noradrenalina e
provocam contragdo da parede vascular, resultando em vasoconstricdo. Quando a
perfusdo renal diminui, o rim é capaz de manter o filtrado glomerular ¢ o fluxo
plasmatico renal através do mecanismo da autorregulagio (BRAAM ¢ KOOMANS,
1996).

Essa autorregulacdo se dd com a estimulagdo de liberacdo de 6xido nitrico na
arteriola aferente minimizando sua vasoconstricdo e provocando vasoconstricdo da
arteriola eferente (HO et al., 1993; ARIMA et al., 1997). Assim, a primeira parte desta
resposta auto-reguladora consiste na diminuicdo do ténus da arteriola aferente,
permitindo que alguma pressdo sistémica seja transmitida ao glomérulo. O objetivo
imediato ¢ alcangado com manutencdo do filtrado glomerular renal através da
maximizagio destas respostas autorreguladoras da resisténcia arteriolar (GUSMAO et.
al., 2003).

A diminuicdo da porcentagem do fluxo sanguineo devido ao exercicio fisico
implica em alteracdo nas fung¢des do 6rgao e na homeostasia renal. Estudos com animais
demonstraram que a vasoconstricao renal ¢ menos acentuada durante o exercicio, apds
um periodo de treinamento (CLAUSEN et. al., 1973). O exercicio fisico promove

adaptacdes na estimulacdo do sistema nervoso simpdtico € na concentracdo sérica dos
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hormonios envolvidos na vasoconstri¢ao renal, e permite uma resposta hemodinamica
otimizada (GUSMAO et. al., 2003).

O exercicio fisico tem sido recomendado como tratamento ndo farmacologico no
controle do DM, minimizando as alteragdes estruturais e funcionais nos o6rgaos afetados
pela doenga (ALBRIGHT et al., 2000; SIGAL et. al., 2004). De acordo com Boor
(2009), o exercicio fisico moderado reduz a glicagdo avangada no Diabetes e a expansdo
mesangial glomerular. Guelfi et. al (2005) demonstraram em um estudo realizado com
individuos com diabetes tipo 1, que os niveis de glicose sanguinea sdo menores quando
foi realiada uma atividade fisica considerada moderada comparada a uma atividade
intermitente de alta intensidade, durante o exercicio e a recuperagao.

Em um estudo realizado com ratos com Diabetes experimental induzida
por.aloxana monoidratada Sigma (30mg/Kg de peso), o treinamento fisico de natag¢do
foi efetivo em reduzir os niveis glicémicos, assim como, em melhorar os aspectos
morfoldgicos renais em ratos diabéticos (FARIA et. al., 2001). No estudo de Souza
(2009) foi observado que em ratos com insuficiéncia renal cronica causada por ablagao
de 5/6 da massa renal, o treinamento fisico em esteira rolante foi capaz de reduzir a
producdo de oxidantes e os danos oxidativos, aumentando o sistema de defesa
antioxidante sem alterar a fun¢do renal.

Em um estudo realizado por Kurdak et al. (2010), foi investigado o efeito de um
programa de exercicio fisico regular na microalbuminuria e na taxa de filtragcdo
glomerular de ratos com Diabetes induzida com estreptozotocina. Os resultados
sugeriram que apesar da diminuicdo da depuragdo da creatinina, o programa de
exercicio realizado em esteira teve um efeito preventivo no desenvolvimento da
microalbuminuria e, portanto, pode retardar a nefropatia em ratos diabéticos. De acordo
com Ghosh (2009), o exercicio reduz o peso corporal, albuminuria, e a expansao
glomerular patologica em camundongos db/db independente do estado hiperglicémico.
Isso acontece porque com a atividade fisica ocorrem reducdes nas atividades das
caspase-3 e caspase-8, com melhoras na expressdo de superdxido dismutase (SOD) e
reducdo nos danos oxidativos, concluindo que o exercicio pode inibir a progressdo do
inicio da nefropatia diabéticas.

Fraqueza muscular e intolerdncia ao esfor¢o sdo comuns em pacientes que
mantém um programa de hemodidlise (LEWIS, 2011). Kosmadakis et. al. (2012)
demonstraram que seis meses de caminhada regular em pacientes com estagios de pré-
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dialise foram capazes de melhorar a tolerancia ao exercicio, perda de peso, a reatividade
cardiovascular, evitar a medicagdo pra pressdo arterial e melhorar sintomas urémicos.
De acordo com os autores, apesar desses achados forneceram suporte para o beneficio
da atividade fisica nessa populagao, mais estudos devem ser realizados para entender os
mecanismos desses beneficios.

Em uma revisdo realizada por Johansen (2007), analisando estudos com
pacientes com doenca renal terminal, mostrou-se que os beneficios de um programa de
atividade fisica estdo se tornando cada vez mais conhecidos para essa populagdo,
inclusive para pessoas que realizam hemodidlise. As intervengdes de programas de
atividade fisica incluem treinamento aerdbio, treinamento de exercicio resistido e
treinamento combinado, todos apresentando beneficios. Os riscos da pratica do
exercicio para esta populacdo ndo foram rigorosamente estudados, mas ndo foram
encontrados relatos de disfungdes graves, como resultado da participacdo em um
programa de treinamento fisico. Incorporar um programa de exercicio para essa
populagdo ¢ importante, mas as caracteristicas e as necessidades devem ser respeitadas e
estudadas para facilitar a implementagao de exercicios adequados.

Além de complicagdes renais, pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC)
apresentam niveis de for¢a muscular, flexibilidade, consumo maximo de oxigénio e o
tempo total do teste ergométrico menores quando comparados ao grupo controle. Esses
dados foram apresentados em um estudo realizado por Medeiros et. al. (2002), onde a
relacdo entre esses resultados e a neuropatia urémica, a anemia, o sedentarismo, as
alteracdes do metabolismo muscular e as caracteristicas cronico degenerativas da IRC
merecem mais investigacdes.

Em uma revisdo recente realizada por Johansen and Painter (2012), onde foi
estudada uma populacdo com doenca renal cronica (DRC) que ndo fazia tratamento com
dialise, foi demonstrado que o treinamento fisico resultou em melhora no desempenho
fisico e funcional em pacientes com DRC, sendo que fatores agravantes como
hipertensdo, inflamagdo e estresse oxidativo podem sofrer adaptagdes positivas com o
treinamento fisico nessa popula¢do. Com isso, os autores sugerem que o treinamento
fisico ¢ benéfico para pacientes dessa populacdo, e deve comegar o exercicio com
intensidade moderada com aumento gradativo. Porém, Leehey et. al. (2009) nao
encontraram alteracdes na TFG, hemoglobina, hemoglobina glicada, lipideos séricos,
proteina C-reativa e peso € composi¢do corporal com o programa de exercicio utilizado.
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A reducdo provocada pelo exercicio fisico regular na AGEs vem sendo
considerado um mecanismos renoprotetor. Boor et. al (2009) demonstraram que o
programa de exercicio proposto reduziu a expressiao de PDGF-B glomerular ¢ a
expansao mesangial, € nos tubulos intersticiais diminuiu a fibrose e a expressao de
TGF-B. O envolvimento da AGEs no desenvolvimento da nefropatia diabética, fibrose
renal e disfuncdo vascular € claro, ja que a AGEs ativam a produciao de TGF- e PDGF-
B nas células mesangiais, fibroblastos e células tubulares.

Levando em consideracdo a importancia do rim no bom funcionamento do
organismo e as complicagdes que o DM pode provocar nesse 0rgdo, torna-se necessario
investigar quais sdo os danos causados na estrutura morfologica do rim, através de
analises histologicas, além de identificar se o exercicio fisico regular é capaz de atenuar

alguma complicagd@o provocada pela doenga.

4. METODOLOGIA

4.1. Animais de experimentac¢io e tratamento

Foram utilizados ratos (Rattus Norvegicus) da linhagem Wistar com 30 dias de
idade e peso corporal médio de 87,42g, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Satde da Universidade Federal de Vigosa. Apds 7 dias de aclimatagdo,

os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais, a saber:

e Controle sedentario (CS, n=8): animais que receberam injecdo de tampao
citrato de sodio e ndo receberam treinamento;
e Controle exercicio (CE, n=6): animais que receberam inje¢do de tampao
citrato de sodio e receberam treinamento;
e Diabético sedentario (DS, n=9): animais que receberam injecdo de
estreptozotocina (STZ) e nao receberam treinamento;
e Diabético exercicio (DE, n=13): animais que receberam injecdo de
estreptozotocina (STZ) e receberam treinamento;
Os animais dos respectivos grupos experimentais foram alojados em gaiolas
coletivas (5 animais por gaiola) em ambiente com temperatura média de 22°C e regime
de luminosidade de 12 horas claro/escuro, e receberam agua e ra¢do comercial ad

libitum. Todos os animais foram pesados, no primeiro dia de cada semana, ao longo do
15



periodo experimental. Para isso, foi utilizada uma balanca eletronica digital (Marte —
Brasil, modelo AS5500C) com precisdo de 0,01g.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Este projeto foi aprovado pelo comité de ética do

DVT/UFV (processo n°3/2009).

4.2. Inducao de Diabetes

Logo apos o alojamento em gaiolas e passar por um jejum de 12 horas, os
animais dos grupos DE e DS receberam uma injecao intraperitoneal (60 mg/kg de massa
corporal) de estreptozotocina (Sigma, St Louis, EUA), diluida em 1mL de tampao
citrato de sodio (0,1 M, pH 4.5). Os animais dos grupos CS e CE receberam a mesma
dose de tampao citrato de sodio (0,1 M, pH 4.5) sem STZ. Sete dias apos a aplicacdo de
STZ e jejum de 12 horas, aproximadamente 10 pl de sangue foram coletados por meio
de corte transversal na ponta da calda do animal e a glicemia foi aferida utilizando-se o
glicosimetro One touch ultra (Johnson & Johnson, México). Aqueles animais que
apresentaram glicemia de jejum superior a 300 mg\dl foram considerados diabéticos. A
glicemia de jejum e o peso corporal foram monitoradas semanalmente durante o periodo
experimental. Animais com glicemia de jejum inferior a 300 mg\dl receberam uma nova

dose da droga, sendo a glicemia de jejum aferida sete dias apos a nova aplicagdo.

4.3. Programa de Treinamento

Apbs 45 dias de hiperglicemia (Diabetes), os animais do grupo DE e CE foram
submetidos a um programa de treinamento em natagdo (adaptado de Medeiros et al.,
2000), por 8 semanas.

A tabela 4 apresenta o programa de treinamento dos animais e discrimina a
carga, em percentual do peso corporal dos animais, € a dura¢do da sessdo de natagdo ao

longo das oito semanas.
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Tabela 4. Programa de treinamento dos animais experimentais.

Semana Carga (%) Segunda  Terca Quarta Quinta Sexta

1 0% 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
2 1% 60 min 70 min 80 min 90 min 90 min
3 2% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
4 3% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
5 4% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
6 4% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
7 4% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
8 4% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min

O treinamento fisico foi realizado no Laboratorio de Biologia do Exercicio
(Bioex), do Departamento de Educacdo Fisica da Universidade Federal de Vigosa.
Foram utilizados tanques de alvenaria quadrados, com 55 c¢cm de largura por 65 cm de
profundidade, com 4gua na temperatura entre 28 e 30 °C e profundidade de 45 cm. Os
animais dos grupos DS e CS foram colocados em uma caixa de polipropileno com agua
aquecida (28-30°C) e profundidade de 10 cm cinco vezes por semana, por 0ito semanas,

com a progressao de tempo realizada igual aos animais treinados.

4.4. Procedimentos para analises histologicas

Quarenta e oito horas apds a tltima sessao de treinamento fisico, completadas as
oito semanas de experimento, os animais dos grupos CS, CE, DE e DS sofreram
eutanasia (inalacdo de gés carbOnico). ApOs a eutandsia, a tibia direita dos animais foi
removida para mensurar seu comprimento. O rim esquerdo foi removido, pesado e
fixado em formol neutro tamponado a 10%. Para o processamento histologico, o rim foi
desidratado em solugdes crescentes de alcodis, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina. Em seguida, os blocos foram cortados em Micrétomo de rotacdo (Olympus
Cut 4055), obtendo-se seccdes de Sum de espessura que foram montadas em ldminas
histologicas e corados pela Hematoxilina - Eosina. Foi ainda realizada coloragdo
histoquimica pelo acido periddico de Shiff (PAS) para identificagcdo do glicogénio.
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4.4.1. Histomorfometria dos glomérulos

As 1imagens das seccdes histologicas foram capturadas diretamente do
fotomicroscopio (Olympus® FE-150/X730), com a objetiva de 10x. Os indices
morfométricos foram determinados utilizando-se o programa de andlise de imagens
Image-Pro Plus 1.3.2 (1994) no Laboratério de Histopatologia do DVT/UFV, de acordo
com o método proposto por Sharma et al. (1995). As varidveis morfométricas analisadas
foram: o didmetro externo e a 4rea interna e externa dos glomérulos. Foram
selecionados 15 glomérulos por animal. Imagens representativas das regides analisadas

foram selecionadas e registradas fotograficamente (Figura 1).

Figura 1. Fotomicrografias do corptisculo renal de ratos. (A) area interna — PG1, (B)

area externa — PG2 e (C) diametro (L1).
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4.4.2. Acimulo de glicogénio nas células dos tiibulos renais

Para determinar o acimulo de glicogénio nas células dos tibulos renais, as
células PAS positivas foram contadas utilizando-se dois campos distintos de 100 pm x
100 pm por animal. Os campos foram escolhidos aleatoriamente para garantir maior
fidelidade dos resultados encontrados. Para a contagem foi utilizado o programa
Microsoft Office PowerPoint 2007, através da sobreposicdo de uma gradicula (100

pontos), para facilitar a contagem e garantir que mesmas células ndo fossem contadas

mais de uma vez (Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografia do rim de rato sobreposta com uma graticula utilizada para

contar células com PAS positivo (aumento de 40x).

4.5. Analise estatistica

Para realizag¢do das analises, os dados foram submetidos inicialmente ao teste de
normalidade (Kolmogorov-Smirnov). Constatada a distribuicdo normal dos dados, as
médias das varidveis: areas interna e externa e didmetro do glomérulo renal, foram
comparadas utilizando-se a Andlise de Variancia de duas entradas (ANOVA two-way),
seguida do teste post-hoc de Hold-Sidak para as compara¢des multiplas. Para analisar o

numero de células coradas pelo PAS foi realizado o teste t de Student para dados nao
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pareados. Todas as analises foram feitas usando-se o software Sigma Plot versao 11.0.

O nivel de significancia adotado foi de até 5% (p<0,05).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Glicemia e peso corporal dos animais

Na tabela 5 estao apresentados os valores referentes a glicemia dos animais.

Tabela 5. Glicemia de jejum dos animais nos grupos experimentais.

Grupos Glicemia inicial Glicemia 45 dias Glicemia final
(mg/dl) apos inducdo (mg/dl) (mg/dl)
CS 82,4442 87,8€11,3 88,3+32,1
CE 84,0+4,2 76,2+11,3 86,8+45,5
DS 89,0+4,5 525,1+11,3* 475,8+32,1%
DE 93,0+4,0 520,1+11,9* 483,7+32%*

Os dados sao expressos em média + EPM. CS, controle sedentario; CE, controle
exercitado. DS, diabéticos sedentarios; DE, diabéticos exercitados; *, diferente de CS e

CE na mesma coluna. p<0,05.

A glicemia inicial dos grupos experimentais ndo diferiu estatisticamente. Apos a
indugdo com STZ, a glicemia 45 e a glicemia final apresentaram-se elevadas nos grupos
diabéticos (DS e DE) comparado com os grupos controles (CS e CE). A glicemia de
jejum nao foi alterada pelo programa de natagdo aplicado tanto nos animais diabéticos
(DE vs DS) quanto nos ndo diabéticos (CE vs CS). Esses dados sugerem que a STZ
provocou a destruicdo das células beta pancredticas, induzindo a hiperglicemia
(AKBARZADEH et. al., 2007), mas o programa de treinamento usado nao foi capaz de
atenuar esse quadro. Outro estudo que demonstrou a eficicia da STZ em reduzir a area
das ilhotas pancreaticas em animais diabéticos foi realizado por Silva et. al. (2011).

Com um protocolo de treinamento semelhante ao presente estudo, Rossi et. al.
(2011) demonstraram os mesmos resultados com relagdo ao nivel de glicose sanguinea.
Entretanto, Crespilho et. al. (2010) realizaram um estudo semelhante com a inducao do

DM por Aloxana, e demonstraram niveis glicémicos sanguineos inferiores no grupo
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diabético treinado comparado com diabético sedentario. De acordo com os autores,
varios mecanismos podem agir para melhorar a captagdo de glicose apds o exercicio,
dentre eles estdo o aumento do fluxo sanguineo muscular, o aumento da ligacdo da
insulina ao seu receptor € o aumento no numero de transportadores de glicose insulino-
sensiveis (GLUT4). O aumento da resposta da insulina no musculo esquelético de ratos
induzida pelo exercicio fisico regular pode resultar, pelo menos em parte, a partir da
modulagdo da via de sinalizacdo de insulina em diferentes niveis moleculares (Luciano
et. al., 2002).

De acordo com a ADA (2011), para diminuir o risco ou reduzir a progressao da
nefropatia, recomenda-se a otimizacdo do controle glicémico. Outra importante
consequéncia da reducdo dos niveis glicémicos esta relacionada com a diminui¢do da
albumintria e a redugdo em eventos cardiovasculares, dentre eles menor calcificacdo da
artéria coronariana, sugerindo que o tratamento glicEmico pode desempenhar importante
papel no inicio da histdria natural da diabetes (BLOOMGARDEN, 2010).

Os valores referentes ao ganho de peso corporal durante o periodo experimental

e ao comprimento da tibia no final do experimento estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Peso corporal € comprimento da tibia dos animais nos grupos experimentais.

Grupos Peso corporal Peso corporal Peso corporal ~ Comprimento da
inicial (g) apos 45 dias de final (g) tibia final (cm)
inducao (g)
CS 83,51£1,9 353,93+11,3* 443,50+18,1* 4,17+011*
CE 82,72+1,8 352,12+11,3* 410,81£25,7* 4,33+0,06*
DS 87,80+2,0 193,72+11,9 198,82+18,1 3,71+0,07
DE 82,71+1,8 186,91£10,7 204,25+18,1 3,50+0,25

Os dados sdao expressos em médiat EPM. CS, controle sedentario; CE, controle
exercitado. DS, diabéticos sedentarios; DE, diabéticos exercitados; *, diferente de DS e

DE na mesma coluna. p<0,001.

Com relacdo ao peso corporal inicial (antes da aplicagdo de STZ - semana 1) ndo
foi identificada diferenca significativa entre os grupos. Com relagdo ao peso corporal
apos 45 de indugdo com STZ e peso corporal final, foi encontrado um peso corporal

maior nos grupos controles (CE e CS) comparado com os grupos diabéticos (DE e DS).
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O comprimento da tibia ao final do experimento foi maior nos grupos controles (CE e
CS) comparado com os grupos diabéticos (DE e DS). Apesar do grupo CE apresentar
peso corporal final inferior a CS, a diferenca ndo atingiu significancia estatistica. Da
mesma forma, o programa de natagdo nao alterou esses parametros dos animais do
grupo DE, quando comparados a DS e nem CE comparado a CS.

O menor peso corporal final bem como o menor tamanho da tibia em animais
diabéticos, indica que esses animais tiveram o crescimento prejudicado. A insulina € um
importante hormonio anabdlico e sua falta pode afetar a quantidade de outros
hormdnios, como o horménio do crescimento (GH), o que pode inibir o crescimento de
animais com diabetes (GOMES et. al. 2009). Pesce et al. (1994) demonstraram que o
DM tipo 1 induzido por STZ, por 5 a 9 dias, diminuiu as concentragdes séricas de GH,
sendo que, apos a administragdo de insulina, elas foram restauradas. Isto demonstra a
importancia da insulina na secrecdo de GH. Outro fator que deve ser considerado ¢ que
o DM leva a uma estado catabolico por aumentar a utiliza¢ao de acidos graxos, alem de

acelerar o catabolismo protéico (HOWARTH et al. 2008).

5.2. Peso dos rins

Com relacdo ao peso do rim dos animais dos grupos DS, DE, CS e CE nao
foram encontradas diferencas significativas (Tabela 7). O rim diabético geralmente
aumenta de tamanho (entre 10% a 30% considerando a idade, sexo e raca) em
avaliagdes patologicas devido a hipertrofia glomerular e tubular (O’CONNOR e
SCHELLING, 2005). No presente estudo, o tempo de exposi¢ao dos animais ao DM
ndo foi capaz de provocar tais mudangas. O mesmo ocorreu no trabalho realizado por
Boor et. al. (2009), onde em um estudo realizado com ratos Zucker obesos, modelo que
desenvolve Diabetes mellitus, ndo foi encontrada diferenga no peso dos rins entre os

grupos treinado e sedentario.

Tabela 7. Peso dos rins dos animais nos grupos experimentais.

Grupos Peso dos rins (média/g)
CS 1,340+0,073
CE 1,343+0,090
DS 1,37340,069
DE 1,303+0,061
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Os dados s3o expressos em médiat EPM. CS, controle sedentario; CE, controle

exercitado. DS, diabéticos sedentarios; DE, diabéticos exercitados.
5.3. Area e didmetro dos glomérulos renais

O grupo CE apresentou a area externa dos glomérulos renais significativamente

maior que o grupo DE (8170,725um vs 6896,853um, respectivamente) (Figura 3).

9000 A

2

Area externa (um)

Figura 3 - Area externa do glomérulo renal nos diferentes grupos experimentais. Os
dados sao expressos em médiat EPM. CS, controle sedentario; CE, controle exercitado.

DS, diabéticos sedentarios; DE, diabéticos exercitados. *, indica diferenca entre CE ¢
DE.

Com relacdo a area interna, o grupo CE também apresentou maior area que o DE
(6716,591pum vs 5669,078um, respectivamente) (Figura 4). Nas demais comparacdes
realizadas, as areas interna e externa nao foram significativamente diferentes entre os

grupos.
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Figura 4. Area interna do glomérulo renal nos diferentes grupos experimentais. Os
dados sao expressos em médiat EPM. CS, controle sedentario; CE, controle exercitado.

DS, diabéticos sedentarios; DE, diabéticos exercitados. *, indica diferenca entre CE e
DE.

Ao comparar os diametros dos glomérulos entre os grupos experimentais, nao

foram encontradas diferengas significativas (Figura 5).
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Figura 5. Diametro do glomérulo renal nos diferentes grupos experimentais. Os dados
sdo expressos em médiat EPM. CS, controle sedentario; CE, controle exercitado. DS,

diabéticos sedentarios; DE, diabéticos exercitados.

Em tese, deveriam ser encontrados valores maiores das variaveis analisadas nos
grupos diabéticos quando comparados com os grupos controles. A maior area interna e
externa encontrada no grupo CE quando comparado ao grupo DE, possivelmente,
ocorreu por uma escolha metodologica, onde foi definido avaliar as areas de 15
corpusculos renais por animal. Essa escolha foi definida pelo pequeno nimero de
glomérulos fotografados na regido equatorial nos demais grupos. Alternativamente para
melhor comparagao dos resultados, poderia ser realizada uma selegao de glomérulos
para efeito de mensuragdo, selecionando aqueles que apresentassem os polos vascular e
urinario, o que representaria a regiao equatorial dos glomérulos.

Com o estado hiperglicémico crénico provocado pelo DM, concentragdes de
glicose sanguinea muito acima do normal passam pelo processo de filtragem dos
néfrons. Porém, como o limiar de reabsor¢do, provavelmente, foi ultrapassado
considerando-se o indice glicémico dos animais diabéticos, pode ter provocado um
estado de hipertensdo glomerular e hiperperfusdo renal (RUBIN, 2006), ja que no rim
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diabético pode ser notada uma hipertrofia glomerular e tubular (O’CONNOR e
SCHELLING, 2005). Esse estado faz com que o glomérulo possua uma hiperfungdo e
com isso, possivelmente, poderia apresentar uma hipertrofia. No presente estudo,
provavelmente pelo pouco tempo de exposi¢ao ao estado hiperglicémico, nao foram
encontradas diferencgas no tamanho glomerular.

Em um estudo realizado por Paulini (2011), diversos parametros renais foram
avaliados comparando grupos diabético e controle, em ratos Wistar com DM induzido
por STZ. Como resultado foi observado aumento na pressdo de perfusdo renal, na
resisténcia vascular renal, no fluxo urinério, no ritmo de filtragdo glomerular e no fluxo
plasmatico renal dos ratos diabéticos comparados com controles. De acordo com o
autor, a presenca dessas alteragdes sugerem lesdes e prejuizo na fungdo renal.

De acordo com Wolf e Ziyadeh (1999) a hipertrofia das células do tabulo
proximal ¢ do mesangio sdo marcos iniciais do desenvolvimento do Diabetes renal. A
hipertrofia das células renais precede e pode contribuir para anormalidades no estagio
final da nefropatia diabética, tais como glomerulosclerose, atrofia tubular e fibrose
intersticial. A principal interferéncia da hiperglicemia na homeostasia celular ¢ o
aumento da sintese e liberagdo de fatores de crescimento, onde eles estimulam o
crescimento das células renais através dos mecanismos autocrinos e paracrinos. Existem
fortes evidencias que a indugdo do sistema TGF-f € essencial para hipertrofia das
c¢lulas tubulares e mesangiais (WOLF e ZIYADEH, 1999).

Outros fatores de crescimento como o eixo GH/IGF-1 s3o importantes no
crescimento renal durante o curso da nefropatia diabética. Fatores como produtos da
glicagdo proteica, forga hemodinamica, e fatores vasoativos (angiotensina II, endotelina-
1, e tromboxanos) podem aumentar a sintese os fatores de crescimento e a expressao de

seus receptores no estado diabético. (WOLF e ZIYADEH, 1999).

5.4. Degeneracao glicogénica

Laminas dos fragmentos de rins foram coradas pela Hematoxilina-Eosina,
ocasido em que foram analisados os componentes histolégicos em especial os
glomérulos, os tubulos e o tecido intersticial. Em todos os ratos dos grupos controles
(exercicio e sedentario) havia preservacao dos componentes estruturais dos rins, ndo se
evidenciando alteragdes de quaisquer naturezas. Nos ratos diabéticos (exercicio e
sedentério), apesar da preservacdo da morfologia de grande parte do parénquima, os rins
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revelaram alguns tibulos contorcidos distais contendo células epiteliais tumefeitas,
hipocoradas e com intensa vacuolizacdo citoplasmatica (Figuras 6C e 6D), achados
estes compativeis com o acimulo de glicogénio intracelular. A esse respeito,
(BRASILEIRO FILHO, 2004) salientam que a degeneragdo glicogénica presente em
individuos diabéticos ¢ decorrente da reabsor¢do aumentada de glicose que se encontra
presente em excesso no filtrado glomerular.

Para identificar e mensurar o acimulo de glicogénio intracelular foi realizada a
coloragdo histoquimica pelo Acido Periédico Shiff, ocasido em que foi quantificada a

intensidade das altera¢des degenerativas tubulares existentes.

Figura 6. Fotomicrografias do rim de rato - Auséncia de degeneragdo do epitélio tubular

nos grupos controles (Figuras A e B). Alguns tibulos contorcidos exibindo intensa
vacuolizacdo (setas) do epitélio nos grupos de animais diabéticos (Figuras C e D). H-E.

Aumento 40x.
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5.5. Células coradas pelo PAS
As laminas coradas pelo PAS dos animais diabéticos (DS e DE) mostraram que
o DM provocou o acimulo de glicogénio nos tibulos renais (Figuras 7A e 7B). Porém,

como esperado, nos grupos CE e CS, de animais ndo diabéticos, ndo foram observadas

células com acumulo de glicogénio nas laminas coradas pelo PAS (Figuras 7C e 7D).

Figura 7. Fotomicrografias de células coradas pelo PAS. (A) Células tubulares renais
PAS positivas, coradas em lilas, grupo DS. (B) Células tubulares renais PAS positivas,
coradas em lilas, grupo DE. (C) Auséncia de coloragdo pelo PAS, grupo CS. (D)
Auséncia de coloragdo pelo PAS, grupo CE. Aumento 40x.

Doengas genéticas caracterizadas pelo acimulo de glicogénio nas células do

figado, rins, musculos esqueléticos e coracdo t€ém como causa bésica a deficiéncia de
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enzimas que atuam no processo de sua degradacdo. O actimulo de glicogénio pode
ocorrer também por outros mecanismos, como por exemplo, nas células dos tibulos
renais de individuos com DM por causa de reabsor¢ao de glicose presente em excesso
no filtrado glomerular (BRASILEIRO FILHO, 2004).

Boor et. al (2009) encontraram células dos glomérulos renais coradas pelo PAS
positivo em ratos Zucker obesos, o que segundo os autores demonstra um estado de
proteinuria, foi demonstrado também que o grupo treinado apresentou uma quantidade
menor (39%) de células PAS positivas. No presente estudo ndo foi encontrado células
PAS positivas nos glomérulos renais.

De acordo com Dunnill (1976), no diabético ndo tratado existe um grande
aumento de glicogénio no epitélio dos tibulos renais, principalmente na medula externa
e no cortex interno. O programa de natacdo empregado no presente estudo nao foi capaz
de reduzir o numero de células PAS positivas (Figura 8). Nao foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos DE e DS (30,800 + 29,869 vs 41,875 +

31,457, respectivamente).
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Figura 8. Quantidade de células coradas pelo PAS nos diferentes grupos experimentais.
Os dados s3o expressos em médiax EPM. DS, diabéticos sedentarios; DE, diabéticos

exercitados.
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Quando o ultrafiltrado glomerular passa pelos tibulos uriniferos e coletores do
rim, sofre alteracdes que envolvem tanto a absor¢do passiva como ativa, bem como a
secrecdo. Certas substancias no ultrafiltrado sdo reabsorvidas; algumas parcialmente
(agua, sédio e bicarbonato) e outras completamente (glicose) (ROSS e PAWLINA,
2008). Isso ocorre em condi¢cdes normais, onde a reabsorcdo de glicose ¢
completamente realizada nos tubulos proximais. Em situagdes onde o ambiente
intracelular se encontra com grandes concentracdes de glicose, o acumulo de glicogénio
nas células dos tubulos distais ocorre, pois a condutancia do tubulo contorcido distal ¢
baixa (muito menor que a do tibulo proximal), desfavorecendo o transporte passivo de
ions e agua. Assim, esse segmento ¢ classificado, como segmento de baixa capacidade
de transporte e de alto gradiente de concentragdo, reabsorvendo menores fracdes do
filtrado que o tabulo proximal (AIRES, 2008).
Com a continuidade da nefropatia diabética, o elevado nivel de glicose nos
tubulos renais provoca alteragdes ainda mais graves. De acordo com Brande et. al.
(2005) os mecanismos da lesdao tubular estdo relacionados com a proliferagao celular e

dilatacdo tubular, seguido de atrofia e/ou fibrose e apoptose.

6. CONCLUSOES
Concluiu-se que o0 DM aumentou o nimero de células renais com degeneragao
glicogénica, mas nao alterou as areas interna e externa e o diametro do glomérulo renal

de ratos. O protocolo de exercicio usado ndo alterou este quadro.
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