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RESUMO

Doengas glomerulares representam grande parcela das lesGes primarias
capaze de evoluir para um quadro de doencga renal crénica. Dentre as doencas
glomerulares, se destaca a glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) por sua
prevaléncia e capacidade de progresséo para o tratamento dialitico em mais de 50%
dos casos em um periodo de 10 anos. Além da lesdo renal, pacientes renais
apresentam disfuncbes musculares, como atrofia de fibras, havendo o aumento da
taxa de mortalidade em DRC quando associada a reducdo da massa muscular.
Atuando tanto na progressao da lesdo renal como na resposta muscular ao exercicio,
a via de sinalizagdo STAT3 se encontra altamente ativada no tecido renal fibrético,
favorecendo mecanismos de progressao da leséo renal, e no tecido muscular em
quadros de caquexia, ocasionando atrofia de fibras musculares. Em contrapartida a
reducdo da massa muscular presente em pacientes renais crénicos, a pratica de
exercicio fisico de resisténcia (EFR) é capaz de promover ganho da massa muscular,
além de levar a modulagdes inflamatdérias importantes no quadro de lesédo do tecido
renal. Marcadores de lesao renal e musculares foram analisados para verificar os
efeitos da inibicdo de STAT3 e da agao do EFR sobre o modelo experimental de
nefropatia por adriamicina. A lesédo induzida por Adriamicina ocasionou redugéo do
peso corporal dos grupos experimentais, sem haver alteragdes em relagao ao EFR ou
a inibicdo da via STAT3. Os niveis urinarios de albumina/creatinina causados por
adriamicina apresentaram um deslocamento do pico observado nos animais
sedentarios do periodo de 7 dias (2,44 (9,46); p<0,05), para o periodo de 14 dias
devido a inibicdo da via STAT3 (3,10 (2,61); p<0,05), ou pela pratica de EFR (1,79
(2,92); p<0,05). A inibicdo da via STAT3 impediu a deteccdo de albuminuria nos
periodos de 7 e 14 dias dos animais de exercicio fisico (p>0,05). Analises
histomorfométricas musculares revelaram aumento da deposicdo lipidica
intramuscular causadas pela Adriamicina no protocolo sedentario, sendo que o EFR
prévio € capaz de atenuar esta resposta (3,4+0,12 vs 2,940,19; p<0,05). Alteracdes
na area media das fibras musculares e variagdes na distribuicdo ou composicéo
muscular de fibras do tipo |, lla e lIb ndo foram observadas. A area de fibras do tipo
IIb se encontrou reduzida em resposta a Adriamicina, sendo que a inibicao da via
STAT3 em conjunto com o EFR prévio atenuaram a atrofia da fibra. A analise de
componentes nucleares do tecido muscular revelou queda na presenca de nucleos
centrais nas fibras musculares em resposta a Adriamicina. Valores de capilar/fibra,
nucleos/fibra e dominio nuclear se encontram aumentados em resposta ao exercicio,
com uma redugcao deste efeito promovido pelo exercicio quando administrado
Adriamicina. A administragédo conjunta de Adriamicina e Stattic, inibidor da via STAT3,
em grupos submetidos ao EFR prévio é capaz de atenuar a redugédo de marcadores
nucleares observados para a Adriamicina. Desta forma, os resultados obtidos
apontam uma relacdo entre os danos renais e musculares no modelo de
glomeruloesclerose experimental induzida por adriamicina, havendo a participagao da
via de sinalizacdo STAT3 e de respostas ao exercicio fisico prévio no modelo
experimental.

Palavras-chave: Glomeruloesclerose. Exercicio fisico. Fator de transcricdo STATS3.
Adriamicina. Lesdo muscular.



ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) incidence has increased over the years, with
glomeruli diseases representing a large portion of primary kidney injury capable of
evolving into a chronic condition. Of the glomerular diseases, focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS) stands out due to its prevalence and ability to progress to
dialysis in more than 50% of cases over a 10-year period. Concomitantly with kidney
damage, renal patients show muscle dysfunction, such as myofiber atrophy and
muscle mass reduction, with higher mortality rate in CKD patients associated with
greater muscle mass reduction. Acting on both the progression of kidney injury and
muscle metabolism in response to exercise, STAT3 signaling pathway is highly
activated in the fibrotic kidney tissue, being involved with the mechanisms of
progression of kidney injury, and during cancer muscle cachexia, leading to myofibers
atrophy. In contrast to the reduction in muscle mass observed in chronic renal patients,
resistance physical training (RT) may lead to muscle mass gain, in addition to an
important inflammatory modulation. Renal and muscle lesion markers were accessed
to verify the effects of STATS3 inhibition and RT prior to Adriamycin injection in an
experimental model of FSGS. Adriamycin lead to body weight loss in experimental
groups, without changes in relation to previous exercise practice or inhibition of the
STAT3 pathway. Urinary albumin/creatinine ratio detected peak caused by adriamycin
delayed from 7 days for the sedentary protocol (2,44 (9,46); p<0,05) to 14 days for
STAT3-inhibited group (3,10 (2,61)); p<0,05) and RT protocol (1,79 (2,92); p<0,05).
STATS3 inhibition prevented the urinary albumin/creatinine detection at days 7 and 14
for the Adriamycin-induced mice from RT protocol. Muscle histomorphometric
analyzes revealed an increase in intramuscular lipid deposition caused by Adriamycin
in sedentary mice, with previous exercise being able to attenuate this response
(3,4+0,12 vs 2,9+0,19; p<0,05). Changes in the average area of muscle fibers were
not observed, as well as variations in the myofibers distribution or muscle composition
of type I, lla and llb fibers. On the other hand, the area of type llb fibers was found to
be reduced in response to Adriamycin, and the inhibition of the STAT3 pathway
together with previous exercise attenuated the fiber atrophy. Analysis of nuclear
components of muscle tissue revealed a decrease of central nuclei in muscle fibers in
response to Adriamycin. Capillary/fiber, nuclei/fiber and nuclear domain values are
increased in response to exercise, with Adriamycin causing a reduction of the exercise
effect. Altogether, administration of Adriamycin and Stattic, an inhibitor of the STAT3
pathway, in groups submitted to previous RT is able to attenuate the reduction of
muscle nuclear markers caused by Adriamycin. Thus, the results obtained indicate a
relationship between kidney and muscle damage in the model of experimental
glomerulosclerosis induced by adriamycin, with the participation of the STAT3
signaling pathway and responses to previous physical exercise in the experimental
model.

Key-words: Glomeruloesclerosis. Physical training. Transcription factor STATS3.
Adriamycin. Muscle dysfunction.
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1 INTRODUGAO

1.1 GLOMERULOESCLEROSE SEGMENTAR E FOCAL

Doencas glomerulares correspondem a cerca de 25% dos casos de injuria
renal prevalentes em individuos adultos, sendo uma das mais comuns causas de
danos ao tecido renal entre criangas e individuos jovens (KDIGO, 2021).

Segundo ultimo censo divulgado pela Sociedade Brasileira de Nefrologia,
estima-se que o Brasil conta com um total de 139.691 pacientes em dialise, dos quais
79% séo subsidiados pelo Sistema Unico de Satide — SUS (NEVES et al., 2021). Tanto
no Brasil quanto no restante do mundo a prevaléncia de pacientes em dialise vem
aumentando, sendo que o Brasil apresenta maior incidéncia de pacientes dialiticos
em relacdo a média da América Latina e Europa (NEVES et al., 2021).

Primeiramente descrita clinicamente como uma manifestagdo histologica
associada a sindrome nefrética com alta resisténcia a esteroides (CHURG; HABIB;
WHITE, 1970), a Glomeruloesclerose Segmentar e Focal (GESF) compreende um
grupo de lesdes glomerulares acompanhada do aumento da excregédo urinaria de
proteinas — proteindria — e comumente acompanhada por um quadro de sindrome
nefrética — presencga de proteinuria e hipoalbuminemia, muitas vezes acompanhados
de dislipidemia e edema (KDIGO, 2021).

O quadro de lesao observado em casos de GESF se apresenta por um padrao
histolégico reconhecido em bidpsias do tecido renal, onde um numero reduzido de
glomérulos (focal) e porcdes distintas do tufo glomerular (segmentar) apresentam
lesao fibrotica (JEFFERSON; SHANKLAND, 2014).

Conforme discutido por Rosenberg e Kopp (2017), a GESF parte de uma leséo
causada aos poddcitos — células altamente especializadas e de proliferacao limitada
que compdem a barreira de filtracdo glomerular— para a manifestagao histologica via
diferentes causas. Quando ndo é possivel determinar o motivo da lesdo podocitaria
inicial, o quadro passa a ser classificado como GESF primaria.

Por outro lado, a presenga de lesdo aos poddcitos associadas a um quadro
de infecgao viral, uso de medicamentos ou predisposi¢cao genética, com avango ao
quadro histolégico de lesdo presente na GESF, garante a caracterizagdo do quadro

como GESF secundaria, ou adaptativa. Em sua maioria, quadros de GESF adaptativa
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sdo encontrados apds periodos de hiperfiltragdo e hipertensdao glomerular
(ROSENBERG; KOPP, 2017).

Pelo carater progressivo da GESF, de 50 a 75% dos pacientes desenvolvem
a necessidade de tratamento de dialise ou transplante renal em um periodo de 10
anos, enquanto a evolucdo dos quadros de GESF quando associados a sindrome
nefrética pode ocorrer em até 3 anos (PUDUR et al., 2016).

A fim de padronizar as diferentes manifestagdes histolégicas observadas em
glomérulos afetados por GESF, D’Agati et al. (2004) propuseram a classificagdo em
cinco variagdes histologicas de lesdo: GESF néo especificada de outra forma, GESF
colapsante, GESF celular, GESF perihilar e de lesdo de ponta, ou do tipo tip (tip
lesion). Estas distintas classificagdes histolégicas podem fornecer informagdes sobre
o prognostico do quadro clinico, enquanto a progressdo do quadro e aumento das
lesdes histologicas pode levar a uma evolugao dos subtipos de GESF para o subtipo
de lesdo n&o especificada de outra forma (FOGO, 2015).

Esta classificacdo é reconhecida como classificagdo de Columbia, e engloba
as lesdes observadas tanto em GESF primaria quanto em GESF secundaria (D’AGATI

et al., 2004). Suas especificagdes sobre o padrao morfologico da lesédo estao contidos

na Tabela 1.
Tabela 1 — Classificagdo histolégica de GESF
Subtipo Manifestagao Possivel implicagao
histolégica
GESF néo especificada de Esclerose Progressao normal
outra forma segmentar
GESF colapsante Colapso do tufo Pior progndstico
glomerular,
hiperplasia de
poddcitos
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Subtipo Manifestagao Possivel implicagao
histolégica
GESF celular Proliferagéo Lesao de estagio
endocapilar, inicial
eventual
hiperplasia de
poddcitos

Lesao de ponta (tip lesion) | Esclerose do tufo Melhor progndstico
ao polo do tubulo

proximal
Variante perihilar Esclerose e Pode refletir GESF
hialinose ao polo secundaria
vascular

FONTE: Adaptado de Fogo (2015).

A presenca de determinada variagdo histolégica manifesta diferentes
respostas pelo paciente. Pacientes com a variacao colapsante de GESF possuem os
piores prognésticos e menores indices de remissao de proteinuria. Contudo, pacientes
com a presenca de leséo do tipo tip tendem a responder melhor ao tratamento com
imunossupressores (FOGO, 2015). Estas diferengas de manifestagdes, também como
resposta ao tratamento, tém sido averiguadas desde sua sugestdo, e dados atuais
suportam as variacoes clinicas observadas para os subtipos de GESF e a utilidade da
classificagao de Columbia (TSUCHIMOTO et al., 2020).

Em um importante estudo, Savin et al., (1996) apontaram a presenga de um
fator circulante na instalagéo da lesdo glomerular. Em sua investigacéo, observaram
que a exposigao de glomérulos isolados de ratos ao soro de pacientes com GESF
recorrente (isto €, novo diagnostico de GESF em pacientes apés transplante renal)

causava grande aumento da permeabilidade glomerular a albumina.
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Interessantemente, a exposicdo de glomérulos ao soro de pacientes com sindrome
nefrética responsiva ao tratamento de corticoesterdides néo resultou em aumento da
permeabilidade glomerular a albumina, indicando um efeito especifico do quadro de
GESF (SAVIN et al., 1996).

Diversos estudos envolvendo o aumento da permeabilidade glomerular a
albumina em resposta a exposicao do tecido ao soro afetado suportam a hipétese da
presenga de um fator circulante atuante no desenvolvimento da glomerulopatia (LIM
et al.,, 2016; WEN; SHAH; CAMPBELL, 2018). Atualmente, apesar dos avancos
cientificos e esforgcos para a identificagdo do fator circulante responsavel pela
instalagdo do quadro primario, este fator continua desconhecido (KDIGO, 2021).
Dentre os fatores candidatos se destacam o receptor ativador de plasminogénio tipo-
uroquinase (UPAR) e sua versao soluvel (suPAR), fator de citocina tipo-cardiotropina
1 (CLCF1), entre outras citocinas (WEN; SHAH; CAMPBELL, 2018).

A albumina excretada pelo glomérulo danificado resulta também em dano
tubular, levando a ativagao da comunicagao destas células, que por vias paracrinas,
ocasiona o aumento da produgao de marcadores fibréticos no tecido, agravando o
quadro de lesao renal (BIENAIME et al., 2016).

Um dos componentes responsaveis pela ativagdo e comunicagao paracrina
das células tubulares no processo de fibrose durante a les&o renal, a STAT3 (sinal
transdutor e ativador de transcricéo 3), também se apresenta como um mediador da
lesdo podocitaria e comunicacado paracrina entre podocitos e células epiteliais do
tecido renal, ambas envolvidas em processo de lesao glomerular (BIENAIME et al.,
2016; DAI et al., 2013). Aliado a reducado de marcadores como fibrose intersticial e
proteinuria, a inativacao de STAT3 no tecido renal também se demonstrou capaz de
atenuar a lesdo observada pelo aumento da permeabilidade de albumina glomerular
em resposta a exposi¢cao ao soro de pacientes com GESF, ou a CLCF1 (SHARMA et
al., 2015).

1.2 VIA DE SINALIZACAO STAT3

O STAT3 é um fator de transcricdo pertencente a familia de proteinas do
complexo Janus kinase/sinal transdutor e ativador de transcrigdo (JAK/STAT),
composta por quatro membros JAK e sete diferentes STAT. Responsavel pela

regulagdo de processos como crescimento celular, angiogénese e resposta imune,
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proteinas da familia STAT possuem a fungao dupla de 1) comunicagdo em resposta
a ativacao de receptores da membrana e de 2) ativagao da transcricao de genes no
nucleo celular. As proteinas STAT se encontram residentes em forma latente no
citoplasma e, apds ativacado de receptores, passam por fosforilacdo pelas proteinas
JAK, se tornando biologicamente ativas (Figura 1) (LI et al., 2007).
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Figura 1 — A via de sinalizagdo STAT3. Fonte: Adaptado de PEDRANZINI; LEITCH; BROMBERG
(2004)

Sua ativagao pode ocorrer por diferentes reguladores, como citocinas,
especialmente IL-6, quimiocinas e fatores de transcricdo. Uma das principais formas
de ativagao da via STAT3 acontece pela ligagédo de IL-6 a seu receptor. A sinalizagao
por IL-6 acontece por duas vias agonistas da citocina, via classica e via de trans-
sinalizagao (CHEN et al., 2019).
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Através da via classica, receptores de membrana para IL-6 (IL-6R) sao
ativados desencadeando a homodimerizagao de gp130, um componente transdutor
de sinal, e uma consequente ativacdo de JAK para a fosforilagcdo de proteinas da
familia STAT, como STAT3 (CHEN et al., 2019). Pela via de trans-sinalizagéo, IL-6 se
liga a uma verséao soluvel de seu receptor (sIL-6R), produzido através de mecanismos
proteoliticos ou de splicing alternativo de seu mRNA, resultando em uma forma de IL-
6R sem dominios transmembrana e citosélico (SU; LEI; ZHANG, 2017). Essa forma
soluvel de receptor para IL-6 (sIL-6R) é predominantemente secretado por hepatdcitos
e células hematopoiéticas ao plasma (Figura 2) (CHEN et al., 2019; SCHELLER et al.,
2011).
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Figura 2 — Vias de ativacao da interleucina-6: classica e trans-sinalizagdo. Fonte: adaptado de
GARBERS; APARICIO-SIEGMUND; ROSE-JOHN (2015)

Esta divisdo da sinalizacdo por IL-6 reflete diferencas nas respostas ao

estimulo causado pela IL-6, sendo creditado a via de trans-sinalizagdo os efeitos
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mediadores de respostas inflamatdrias cronicas (GARBERS; APARICIO-SIEGMUND;
ROSE-JOHN, 2015). A presencga e efeitos da IL-6 nos tipos celulares presentes no

tecido renal estdao resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 — Presenca e acéo de IL-6 em células do tecido renal

Tipo celular Producao Expressdo de  Efeitos da IL-6
de IL-6 IL-6R
Poddcitos Sim Sim Promove proliferagao, diferenciagéo
Células mesangiais Sim N&o Amplia proliferagdo, acumulo de matriz,

aumenta sintese e liberagédo de MCP-1

Células endoteliais  Sim Nao Induz vasoconstricdo e disfungdo do

endotélio, aumenta produg¢ao de ROS

Células tubulares Sim Fraca Estimula atrofia tubular, geracéo de colageno
tipo |, acelera o processo de fibrose

tubulointersticial

MCP-1: Proteina quimioatraente de mondcitos 1; ROS: Espécies reativas de oxigénio. Fonte: SU; LEI;
ZHANG (2017)

Um dos principais mecanismos de regulagdo endégena da familia STAT se
da pelos supressores de sinalizagdo de citocina (SOCS), que se apresentam
induzidos imediatamente apos ativacdo de STAT por citocinas. Esta familia de
reguladores €& capaz de impedir a fosforilagdo de STAT através da ligag&o a proteinas
JAK quinase ou a seus receptores associados. Além deste mecanismo, a regulagao
de STAT pode ocorrer pela inibigdo da ligacdo de STAT ao DNA, sua desfosforilagao
e modificagbes pos-traducionais (PACE et al., 2019).

Seu papel no desenvolvimento e progressao de doengas devido aumento de
sua ativacdo tem sido atual alvo de discussées. Em casos de doenca renal, estudos
recentes demonstram que a ativagdo de STAT3 esta envolvida com a regulagédo de
diferentes genes envolvidos com ativagao de fibroblastos e vias de sinalizagao proé-
fibréticas, além da participacao da via nos quadros de proteinuria e infiltrado de células
inflamatadrias no tecido renal (PACE et al., 2019).

Em pacientes com GESF, os niveis de STAT3 em sua forma fosforilada
(pSTAT3) se apresenta elevado (TAO et al., 2018). Em quadros de DRC, esta ativagao
ocorre especialmente nas regides tubulares e vasculares da organizagao renal
(BIENAIME et al., 2016; ZHENG et al., 2019). Aliado a isto, a analise transcriptdmica
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do tecido renal indica uma supra regulacdo de mRNA de componentes alvo da
ativacdo de STAT3 (TAO et al., 2018).

No tecido muscular, a via de sinalizagcdo STAT3 participa do controle da
diferenciacao e proliferagdo de células satélites — células troncos especializadas do
tecido muscular — e células miogénicas — células diferenciadas que participam
ativamente da regeneragdo do tecido muscular — frente a estimulos que levam a
ativacao deste tecido. Contudo, a ativagdo excessiva e prolongada da via de
sinalizagcao STAT3 esta relacionada com mecanismos de perda de massa muscular e
degradagado proteica, como encontrado em casos de caquexia (GUADAGNIN;
MAZALA; CHEN, 2018).

1.3 LESOES MUSCULARES NO PACIENTE RENAL

Acompanhado de ma nutricdo, a presenga de inflamacdo, acidose,
desequilibrios endécrinos e outros fatores podem acarretar em disturbios do
metabolismo proteico que afetam a musculatura esquelética. Este conjunto de fatores
que compdem um quadro de altera¢des nutricionais e de composi¢ao corporal, como
atrofia muscular, sdo comuns em pacientes renais cronicos, afetando especialmente
pacientes dialiticos (OLIVEIRA et al., 2019). A perda de massa muscular em quadros
de Doenga Renal Crénica (DRC) tem sido relacionada com redugéo da qualidade de
vida, aumento da incidéncia de depressao, presenca de outros disturbios metabdlicos
e aumento da mortalidade dos pacientes (OLIVEIRA et al., 2019; WATSON et al.,
2015).

Quando o balango entre a degradacéao proteica e sua sintese € afetado, seja
em casos de denervagdo, caquexia, envelhecimento, ou um conjunto de alteragbes
metabdlicas como presente em quadros de DRC, e a taxa de sintese de proteinas no
tecido muscular é ultrapassada pela degradacgao proteica, ocorre a atrofia muscular.
A atrofia muscular envolve a redugao do tamanho de fibras musculares devido uma
perda total de proteinas e organelas. O quadro de atrofia aguda observada em
diferentes quadros clinicos acontece pela intensa ativagao de vias degradadoras de
proteinas nas células do tecido muscular. Apesar de acometer localmente o tecido
muscular, esta alteracdo local do metabolismo proteico afeta sistemicamente a
homeostasia de proteinas (SCHIAFFINO et al., 2013)
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Como forma de contrapor estas alteragdes musculares observadas na DRC,
a pratica de exercicio de resisténcia pode favorecer mecanismos de hipertrofia,
aumento da forga e reducgéo de fibras atrofiadas no tecido muscular, entre outras
melhoras relacionadas a qualidade de vida em pacientes renais cronicos (CHEEMA
et al., 2014).

1.4 EXERCICIO FiSICO DE RESISTENCIA

A pratica de exercicio fisico esta associada com uma redugao do risco de
doencas nao infecciosas, como doencgas cardiovasculares, doengas caracterizadas
por quadro de inflamacéao crénica, cancer e infecgbes virais e bacterianas e melhora
da qualidade de vida e prevencao de DRC (CAMPBELL; TURNER, 2018; KOUFAKI
et al., 2015). O uso do exercicio fisico como instrumento para modulagcéo da resposta
inflamatéria em DRC fornece uma via de modulacdo dos niveis de marcadores
inflamatorios envolvidos na lesédo renal. A pratica prolongada de exercicio fisico
promove a reducgao de IL-6 plasmatica, um dos principais agentes inflamatérios em
diversos quadros, incluindo DRC, e aumento de IL-10, um contraponto a agéo da IL-6
(VIANA et al., 2014).

Entre os diferentes tipos de exercicio, o exercicio fisico de resisténcia (EFR)
— 0 exercicio realizado pela contragdo muscular contraria a uma resisténcia externa —
tem se demonstrado uma boa alternativa para pacientes com DRC, apresentando alta
retencao aos programas de treinamento (WATSON et al., 2015), apesar do quadro de
resisténcia muscular comprometida de pacientes crénicos.

Dos marcadores que conferem progndstico ao paciente, a perda de massa
muscular em DRC tem sido associada com aumento da mortalidade e perda da
qualidade de vida. Além de promover aumento da massa muscular e modulagao da
resposta inflamatoria, o exercicio de resisténcia atua no sistema antioxidante,
conferindo regulagdo sobre a produg¢ao de superdéxidos na musculatura esquelética
(SCHEFFER et al., 2012; WATSON et al., 2017).

Dos diferentes modelos experimentais de exercicio fisico de resisténcia, se
destaca o descrito por Hornberger & Farrar, 2004. Este modelo utiliza uma escada
vertical, onde o animal & submetido a repeticbes de escalada com ou sem pesos
anexados em sua cauda. Conforme apontado por Neto (2016), este modelo tem sido

amplamente utilizado nos ultimos anos e vem se tornando um padrao para estudos
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em modelo experimental de diferentes aspectos do exercicio fisico de resisténcia. O
modelo oferece facil execugcao de experimentos e desnecessidade de estimulo ou
reforco positivo ao animal. Contudo, parametros importantes da execu¢ao do modelo
possuem alta variagdo entre os estudos, ou seja, ndo sdo padronizados (NETO,
2016).

Além da intensidade de carga, frequéncia e numero de repeticbes do
exercicio, que constituem uma parte ativa do protocolo, pard@metros como adaptagao
e familiarizacdo dos animais ao equipamento podem afetar o desempenho e efeito do
treinamento ao longo do protocolo (NETO, 2016).

Para o processo de adaptagdo dos animais diferentes protocolos ja foram
testados. Sua importancia se da pelo processo de aprendizagem dos animais,
observado pela redugao do tempo de escalada dos animais em resposta a um periodo
de adaptacao (CASSILHAS et al., 2013)

Outro parametro dissidente se refere ao uso de cargas correspondente ao
peso corporal do animal ou o estabelecimento de um teste de carga maxima (CM).
Testes de CM consistem no uso de diferentes cargas anexadas a cauda dos animais,
podendo variar entre os estudos, que progressivamente alcangam um ponto onde os
animais ndo sao capazes de finalizar uma escalada completa (HORNBERGER JR;;
FARRAR, 2004; NETO, 2016), fornecendo um valor individual sobre a intensidade do
exercicio para cada animal. A partir de estabelecida a capacidade maxima de carga,
os experimentos conduzidos passam a utilizar progressivamente valores parciais do
maximo determinado.

Deste modo, o estudo dos efeitos do exercicio de resisténcia sobre o quadro
de lesdo renal pode auxiliar no melhor entendimento do envolvimento do sistema

muscular e de vias ativadas pelo exercicio fisico sobre a protecéo do tecido renal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento de lesao renal e
alteragdes musculares a partir do modelo de nefropatia por adriamicina (ADR) frente
a inibicdo da via de sinalizacdo STAT3 e o efeito da pratica do exercicio fisico de

resisténcia como um fator pré-condicionante a inducéo da lesao renal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a razao albumina/creatinina urinaria induzida por ADR e
alteragdes na raz&o albumina/creatinina causadas pelo exercicio fisico
de resisténcia e bloqueio da via de sinalizagdo STATS3.

e Analisar niveis de ureia, triglicerideos e albumina sérica no modelo
experimental induzido por ADR e alteragdes nestes parametros séricos
causados pelo exercicio fisico de resisténcia e bloqueio da via de
sinalizagao STATS3.

e Analisar alteragbes nas fibras musculares causadas por ADR e em
resposta ao exercicio fisico de resisténcia e bloqueio da via de
sinalizagado STAT3.

e Avaliar as alteracdes nucleares das fibras musculares em resposta ao

exercicio fisico, inativagao da via STAT e lesao por ADR.



27

3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para analise do efeito do exercicio fisico de resisténcia e da participacao da
via STAT3 na progressao de GESF, foram utilizados camundongos (Mus musculus)
machos da linhagem BALB/c, mantidos pelo Biotério Central do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos no biotério
em caixas coletivas, em ciclo artificial de claro/escuro de 12 horas, com temperatura
controlada e suprimento de agua e alimento ad libitum.

Os procedimentos foram realizados de acordo com a lei federal 11.794 de 08
de outubro de 2008, com a regulamentacdo do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal e aprovacéo pela Comissao de Etica para o Uso de Animais
do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO —
UFPR), sob o numero 1184.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos de acordo com o protocolo de exercicio (EFR e
Sedentario) e por grupo de acordo com a administragéo de drogas (Controle, Stattic,
ADR e ADR + Stattic).

Tabela 3 — Divisdo de grupos experimentais

. ADR +
Protocolo Controle (n) Stattic(n) ADR (n) Stattic ()
EFR 6 6 6 6
Sedentario 6 6 6 6

Divisdo dos animais em diferentes grupos experimentais. Controle, receberam solugao salina; Stattic,
inibidor da via de sinalizagao STAT3; ADR, Adriamicina; ADR + Stattic, adriamicina e stattic em pontos
distintos. EFR, exercicio fisico de resisténcia, animais submetidos ao protocolo de 8 semanas de
exercicio fisico de resisténcia; Sedentario, animais que permaneceram 8 semanas sem realizar o
protocolo de exercicio fisico de resisténcia; n: nUumero amostral.

Finalizado o protocolo de exercicio, os animais receberam ADR, Stattic ou
solucao salina. A Figura 3 representa o desenho experimental contendo os protocolos

de exercicio e dias de administragcao de drogas.
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Exercicio Fisico Exercicio Fisico e Sedentarios
Adaptacéo Carga utilizada (% CM)
40% 50% 50% 60%
cM cM cM cm Eutanasia
Dias
3 6 10
N N R . ‘ ‘
| | | | | | | | | | ;
Semanas ‘ 14
ADR Stattic Stattic Stattic

Figura 3 — Esquema do desenho experimental. Representacdo esquematica do desenho
experimental, contendo os protocolos de exercicio e administragéo de drogas

3.3 PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO DE RESISTENCIA

Os animais foram submetidos a um protocolo de exercicio fisico de resisténcia
utilizando uma escada vertical de 110 cm de altura, 18 cm de largura e degraus
espacados em 2 cm, conforme modelo descrito na literatura (HORNBERGER JR,;
FARRAR, 2004), com uma caixa de 20x20x20 cm no topo para o repouso dos animais
entre as escaladas.

Os animais realizaram séries de escaladas com pesos anexados na parte
proximal de suas caudas. A cada dia de protocolo, os animais realizaram um total de
20 escaladas, com 90 segundos de intervalo entre cada escalada e progressao da
carga utilizada a cada duas semanas (GUEDES et al., 2019; GUO et al., 2020) O
protocolo teve duracdo de 8 semanas, sendo aplicado 3 dias ndo consecutivos por
semana. O aumento de cargas foi estabelecido em relagdo ao seu desempenho em
testes de carga maxima (CM). A carga inicial utilizada foi de 40%, com o valor maximo
de carga atingido durante o protocolo de exercicio de 60% da CM. Este valor maximo
de 60% foi estabelecido com o intuito de manter uma intensidade moderada de
exercicio, e referente ao maximo de carga indicado para situagbes de exercicio de
resisténcia em doencgas crénicas (SANCHES et al., 2013)..

Nao foi utilizado nenhum estimulo aversivo, como choque, ou positivo, como

recompensa, para condicionar os animais ao protocolo de escalada vertical.

3.3.1 Adaptagao
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Uma semana antes do inicio do protocolo de exercicio, os animais foram
submetidos a uma adaptagao ao protocolo de escalada vertical. A adaptagao consistiu
de 3 escaladas por dia, em 3 dias ndo consecutivos na semana, partindo de 3
diferentes pontos: 35 cm, 55 cm e 110 cm de distancia do topo da escada, com 120
segundos de intervalo a cada escalada, sem a utilizagcdo de cargas anexadas ao
animal (CASSILHAS et al., 2013).

3.3.2 Teste de Carga Maxima

Ap0ds 24 horas da ultima se¢ao de adaptacao foi realizado o teste de CM. Para
determinar a carga maxima, os animais passaram por uma série incremental de
cargas, iniciando com 75% de seu peso corporal anexado a sua cauda. A cada
escalada completada, os animais repousaram por 2 minutos na caixa de treino ao topo
do aparato. Ao completar uma escalada, os animais receberam um incremento de 5g
anexada a sua cauda para a proxima tentativa (SHEN et al., 2021).

O teste se repete até que o animal ndo consiga completar a escalada ou atinja
um maximo de 6 escaladas com sucesso (PEDROSO et al., 2017; STOYELL-CONTI
et al., 2019). O ultimo valor de carga utilizado pelo animal sera estabelecido como
carga maxima para determinagdo da carga durante o protocolo e para os testes de
CM subsequentes. O teste de CM é realizado na primeira, quarta e oitava semana de
protocolo, onde para a realizagdo na quarta e oitava semana, o teste é iniciado com
75% do valor estabelecido no teste de CM anterior.

Ap6s intervalo de 11 dias da administragcao de drogas, um novo teste de CM
foi conduzido para conferir a resposta ao exercicio frente agcdo das drogas

administradas.

3.4 INDUCAO DA NEFROPATIA

Ap0ds 72 horas da finalizagao do protocolo de exercicio, se deu inicio a indugéo
de nefropatia. Foi utilizado o modelo de nefropatia induzida pelo quimioterapico
adriamicina (OKUDA et al., 1986). A ADR foi administrada em dose unica de 10 mg/kg
(LEE; HARRIS, 2011) por via intravenosa na veia caudal. Para o modelo, foi utilizado

adriamicina (Adriblastina®) da marca Pfizer (Pfizer™, Inc. Nova lorque, USA).
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Para simular o estresse os animais dos grupos controle e Stattic receberam

solugao salina no momento referente ao protocolo de indugédo da nefropatia.

3.5 INIBICAO DA STAT3

A inibicdo da via de sinalizagdo STAT3 foi realizada pela administragdo do
inibidor da via Stattic (Abcam™ Inc., Cambridge, MA) diluido em dimetilsulféxido, na
dose de 2 mg/kg, por via intravenosa na veia caudal nos dias 3, 6 e 10 apds a
administracao de ADR, para os grupos Stattic e ADR + Stattic.

O volume de Stattic correspondente a dose de 2mg/kg foi ajustado para um
volume final de 120 uL em solucéao salina. Para simular estresse e possivel efeito da
solucdo de diluicdo da droga, os animais dos grupos controle receberam solucao
salina com o equivalente de dimetilsuféxido no mesmo intervalo correspondente a

administracao de drogas aos devidos grupos.

3.6 COLETA DE URINA

Para analise de albuminuria e creatininuria, a urina dos animais foi coletada

no periodo de O (basal), 7 dias, e 14 dias apos a indugao de nefropatia por ADR.

3.7 EUTANASIA E COLETA DE MATERIAIS

A eutanasia dos animais ocorreu apds anestesia prévia utilizando solugao de
xilasina e cetamina (16 mg/kg e 150mg/kg, respectivamente) por via intraperitoneal,
14 dias apds a administragao das drogas.

No momento da eutanasia foi realizado a coleta de sangue, via puncao
cardiaca. O sangue foi centrifugado e o soro separado e armazenado a -20°C.

Os rins foram coletados e descapsulados, sendo o rim esquerdo fotografado,
pesado e dividido em duas metades por corte longitudinal e armazenado em solugao
formol. O rim direito foi cortado transversalmente em 4 pedacos, sendo depositados
em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em freezer a -80 °C.

Foram coletados, medidos e pesados os musculos gastrocnémios. O musculo

gastrocnémio esquerdo foi mantido em temperatura ambiente por 10 minutos, e entao
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envolto em talco neutro e depositado em nitrogénio liquido para posteriormente ser

armazenado a -80° C.

3.8 ANALISES SERICAS DE UREIA, ALBUMINA E TRIGLICERIDEOS

Para mensuracgao dos niveis de uréia, albumina e triglicerideos séricos foram
utilizados kit comerciais colorimétricos em reagdo de ponto final. Foi utilizado o
espectrofotometro GENESYS™ 10, da Thermo Electron Corporation para leitura
colorimétrica das amostras.

A analise uréia foi realizada pela metodologia de reagdo com a urease e leitura
a 600 nanémetros (nm), através do kit Urease CE, da marca Labtest Diagnédstica (Ref.:
27, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

A mensuracao de albumina no soro foi realizada pelo método de verde de
bromocresol, com leitura a 630 nm, pelo kit Albumina, da marca Labtest Diagndstica
(Ref.: 19, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Os niveis de triglicerideos foram analisados pelo kit Triglicérides, da marca
Katal Biotecnologica (Belo Horizonte - MG. Brasil), com leitura a 500 nm.

Para todas as analises, foram seguidas as instru¢ées segundo o fabricante.

3.9 MENSURAGAO DA ALBUMINA/CREATININA URINARIA

3.9.1 Quantificagao de albumina por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

Foi realizada uma estimativa da albuminuria via eletroforese de proteinas em
gel de poliacrilamida (29:1 acrilamida:bis-acrilamida). A concentragdo do gel de
separacao utilizado foi de 10% e do gel de empacotamento de 5%. As eletroforeses
foram realizadas em sistema vertical, com voltagem constante de 60 V para o gel de
empacotamento, e 110 V a partir do momento em que as amostras adentravam o gel
de separacgao.

As amostras de urina foram diluidas para 10% para possibilitar a analise
especifica de albumina presente na amostra. Foi adicionado o agente redutor de
pontes dissulfeto B-mercaptoetanol junto a amostra para uma solugéo final de 50%

(v/v) da amostra diluida e 50% (v/v) de B-mercaptoetanol. Apds a separagédo de
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proteinas, o gel foi corado com Azul de Comassie por 30 minutos e descorado em
solugado 35% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de acido acético. A quantificagdo da
albuminuria foi realizada utilizando padrdo de albumina de concentragao conhecida,

com o fotodocumentador modelo Amersham Imager 600 da General Electric®.

3.9.2 Dosagem de creatinina urinaria

A analise de creatinina na urina foi feita através de kit para a realizacdo do
ensaio colorimétrico Creatinina, da marca Labtest Diagndstica (Ref.: 35, Labtest,
Lagoa Santa, MG, Brasil), com leitura a 510 nm. Foi utilizado o protocolo fornecido

pelo fabricante junto ao produto.

3.10 AVALIACOES HISTOMORFOMETRICAS

3.10.1 Seccao e preparagao de laminas histoldgicas

Musculos gastrocnémios armazenados a -80°C foram transferidos para
criostato a -20°C e fixados com o composto Tissue-Tek® O.C.T as platinas. A regido
mediana dos musculos foi seccionada transversalmente na espessura de 10 um.
Laminas histolégicas foram preparadas contendo 3 secgdes transversais semi-
seriadas do tecido muscular. As laminas foram mantidas em temperatura ambiente
entre 30 a 40 minutos para adeséao do tecido a lamina e armazenadas a -20°C até o
momento do ensaio ou coloragdo do tecido pelas técnicas de coloragdo por
hematoxilina e eosina (HE), NADH-TR e Sudan black.

As laminas foram fotodocumentadas em objetiva de 10x e 40x com auxilio de
microscopio (Carl Zeiss™ Primo Star™) com camera acoplada (Carl Zeiss™ AxioCam
ERc 5s) no programa ZEN 3.1 (Carl Zeiss™), e as analises realizadas pelo software
Imaged (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

3.10.2 Tipagem e contagem de fibras musculares pela técnica de NADH-TR
Laminas contendo os cortes histologicos foram mantidas por 10 minutos em

estufa a 37°C e entdo submetidas a reacao histoquimica pelo método de nicotinamida
adenina dinucleotideo tetrazélio redutase (NADH-TR) (DUBOWITZ; BROOKE, 1973).
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Foram utilizados os reagentes adenina nicotinamida dinucledétido tetrazdlio redutase
(Sigma-Aldrich, N8129) e Nitrotetrazolium Blue (NBT) (Sigma-Aldrich, N8129).
Foram analisados 4 campos histolégicos aleatérios de cada animal para
determinacao de fibras totais presentes na area analisada, area total (um?) do campo
e a divisao entre fibras do tipo I, lla e lIlb de acordo com a intensidade de coloracao
da reacdo. A area de seccdo transversa de cada tipo de fibra foi analisada pela
mensuragao de 50 fibras de cada tipo por animal. Foi estabelecido a area de média
das fibras pela média ponderada da média das areas de cada tipo de fibra de acordo

com seu percentual de representacao total no tecido.

3.10.3 Alteracdes em numero de nucleos, capilares e didametros das fibras

musculares pela técnica de hematoxilina e eosina

Analises morfométricas foram realizadas apos coloragao por hematoxilina e
eosina (HE) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para fim de quantificar o numero de
fibras musculares, nucleos periféricos e centrais e capilares sanguineos presentes no
campo analisado. Foram mensurados os didmetros maior e menor das fibras
musculares. Foi realizada a mensuragao da area total do campo que compreendia
fibras musculares completas, sendo desconsideradas as fibras que apareciam
parcialmente no campo.

Para determinacao de didmetros menor e maior, foram analisadas 150 fibras
por animal.

A partir das analises morfométricas das fibras foi calculada a densidade de
fiboras (mm?) (Densidade = n°de fibras/area mensurada). A partir da analise de
nucleos e capilares foram calculadas a razdo de nucleos por fibra (Nucleo/fibra =
n? de nucleos totais /n® de fibras), o dominio nuclear (Dominio nuclear =
n? de nucleos por fibra/area média das fibras) e capilares (Capilar/Fibra =

(n2 de capilares) / (n®de fibras)) por fibra.

3.10.4 Deposigao de lipideos intramusculares pela técnica de Sudan black

Para determinacdo da deposi¢cao de lipideos no tecido muscular, secc¢des

histolégicas do gastrocnémio foram coradas pela técnica de Sudan black (LEACH,
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1938). Foram analisadas 12 imagens de cada lamina e quantificados pela intensidade

de coloracéo.

3.10.5 Mensuragao do tecido renal

O rim esquerdo, fotografado sobre papel milimetrado no momento de sua

coleta, foi mensurado longitudinalmente com auxilio do software ImageJ.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas e representagdes graficas foi utilizado o RStudio
Team (2020) versao 1.3.1056. Para comparacgao entre dois grupos foi utilizado teste
T de Student para variaveis paramétricas e teste U de Mann-Whitney para variaveis
nao paramétricas. Para a comparagao entre dois ou mais grupos foi utilizado testes
de ANOVA para amostras paramétricas, ou teste de Kruskal-Wallis para amostras néo
parameétricas e teste de Friedman para amostras ndo paramétricas de medidas
repetidas. Em casos de diferengas entre as variaveis, os grupos foram comparados
entre si com corregdo de Tukey em caso de variaveis paramétricas e de Bonferroni
para variaveis ndo-parameétricas. As diferengas sdo consideradas significativas

quando o valor de p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ANEFROPATIA INDUZIDA POR ADRIAMICINA E O EXERCICIO FiSICO

4.1.1 Teste de carga maxima

Para avaliar o efeito do exercicio fisico na performance individual de cada
animal e ajustar a carga recomendada para cada periodo do protocolo de EFR, foi
realizado o teste de CM.

A analise dos resultados demonstrou que ha progressdo da capacidade
maxima de carga dos animais ao longo do protocolo, com aumento das cargas entre
o intervalo do primeiro ao terceiro teste de carga maxima voluntaria e manutencéo dos

valores no periodo entre o terceiro e quarto teste (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados dos testes de carga maxima

Teste de CM Resultados (g)
1°CM 37,6 £ 1,042
2°CM 40,8 £ 1,11°
3°CM 47,4 £ 2,02¢
4° CM 48,3 £ 1,26°

Resultados obtidos nos testes de carga maxima para determinagcéo de carga durante o protocolo de
exercicio fisico. 1°, 2° e 3° testes foram realizados durante o protocolo de EFR; 4° teste foi realizado 11
dias apos o término do protocolo de EFR. Média * erro padrao da média. CM: Carga maxima. Letras
indicam diferenca estatistica, onde valores com letras diferentes apresentam diferencga estatistica (p <
0,05).

Conforme o estabelecido, os animais foram submetidos a um protocolo de
exercicio de intensidade moderada, com uma carga utilizada variando de 40 a 60%
dos valores obtidos pelo teste de CM (SANCHES et al., 2013). O exercicio fisico de
resisténcia realizado mostrou uma melhora no desempenho dos animais durante o
protocolo, uma vez que os testes realizados ao longo da duragéo do protocolo de EFR
(1° a 3° teste de CM) apresentaram em média um aumento das cargas toleradas pelos
animais.

Os resultados do 4° teste de CM (48,3 = 1,26), realizado 11 dias apds o

protocolo de EFR e com os animais respondendo a administragdo de drogas, néo
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apresentou diferenga comparado ao 3° CM. Este resultado pode indicar tanto uma
comprovagao que o protocolo de exercicio estabelecido foi capaz de promover
aumento da capacidade de carga dos animais, como a manutencéo da capacidade de

carga adquirida apds a interrupgéo do protocolo de EFR.

4.1.2 Peso corporal

Uma das respostas encontradas no modelo experimental de nefropatia por
ADR é a queda do peso corporal dos animais nos dias seguintes a administragédo da
droga. Esta resposta, em conjunto com proteindria elevada indicam o
desenvolvimento da lesdo renal (WANG et al., 2015).

Foi observado, tanto para os animais que realizaram o protocolo de exercicio
quanto para os animais sedentarios, uma redug¢ao do peso corporal devido acédo da
ADR (Figura 4).

Grupo e Controle 4 ADR

>

*%* * % *% k% *% k% B 5 *%* * * % *%

Variagao de peso corporal (%)
Variagédo de peso corporal (%)

Dias Dias

Figura 4 - Redugcao de peso corporal em resposta a ADR nos protocolos de exercicio e
sedentario. Intervalo entre 0 a 14 dias apds a administracdo de adriamicina. (A) Protocolo sedentario
e (B) protocolo de EFR. n=6 por grupo, *p<0,05, **p<0,01. Média + desvio padréo.

Conforme observado, os animais que receberam ADR apresentaram queda
no peso corporal desde o 3° dia apdés administracdo de ADR até o momento de

eutanasia, no 14° dia, em comparagao com o grupo controle
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Similar aos dados encontrados, Scarfe et al., (2015) observaram uma queda
acentuada no peso corporal de camundongos em resposta a ADR no intervalo de 1
semana, sem haver reversao do quadro em nenhum momento durante o periodo de
5 semanas de estudo. Utilizando o modelo de nefropatia por ADR, porém em
camundongos C57BL/6, Jeansson et al., (2009) observaram uma queda de peso
corporal também durante o periodo total do estudo, do 3° ao 6° dia apds injecao de
ADR.

De mesmo modo que os animais que nao realizaram o exercicio de
resisténcia, o grupo ADR submetido ao protocolo de exercicio apresentou queda do
peso corporal a partir do terceiro dia de agao da ADR. Apesar da redugao da amplitude
dos valores entre grupos para os dias 7 e 10, a retomada da reducdo de peso no
periodo de 14 dias indica que o padrao de perda de peso corporal se manteve para

0s animais de exercicio fisico.

4.1.3 Albuminuria

Uma das principais caracteristicas observadas no modelo de lesao renal por
ADR é a inducao de intensa proteinuria decorrente de danos na estrutura e funcao
glomerular (LEE; HARRIS, 2011).

A analise da urina para deteccao de albuminduria e creatininuria em razao da
lesdo renal presente em animais sedentarios do grupo ADR indicou um aumento
significativo dos niveis de albuminuria/creatininuria no intervalo de 7 dias ap6s a ADR.
No intervalo de 14 dias, porém, nao foi observado presenga de albumina/creatinina
urinaria (Figura 5).

Diferente do quadro dos animais que nao realizaram o exercicio como medida
de pré-condicionamento, foi observado um aumento significativo da
albumina/creatinina urinaria dos animais do protocolo de EFR no periodo de 14 dias,
sem haver detecgéo para o intervalo de 7 dias (Figura 6).

A progresséao da lesao pelo modelo de nefropatia induzida por ADR pode ser
dividida em duas fases. Um primeiro momento de lesdo pode ocasionar
comprometimento da barreira de filtragcdo glomerular, levando a altos niveis de
proteinuria, mas sem haver manifestagdes histologicas observaveis. Em um segundo
momento, é observado maiores niveis de fibrose do tecido renal, resultando em perda

de superficie disponivel para realizagdo da filtragao glomerular. Isto resulta em uma
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reducao da taxa de filtracdo glomerular, e consequentemente, menores niveis de

albuminuria sao detectados (SCARFE et al., 2015).

Albumina (mg) / Creatinina (mg)

0 7 14
Dias

Figura 5 - Razéo albuminalcreatinina urinaria de 0, 7 e 14 dias ap6s administracao de adriamicina
do protocolo sedentario. E observado um aumento significativo da albumina/creatinina no periodo de
7 dias, sem haver niveis elevados detectados no 14° dia. n=5 por grupo, *p<0,05.
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Figura 6 - Razdao albuminuria/creatininuria de animais do grupo ADR do protocolo de exercicio
de resisténcia nos intervalos de 7 e 14 dias ap6s administracdo de adriamicina. n=5 animais por

grupo, **p<0,01.
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Conforme apontado, a indugdo de lesdo renal por ADR em animais pré-
condicionados com o exercicio fisico promoveu uma alta da albuminuria no periodo
de 14 dias, enquanto na auséncia do exercicio fisico, foi observado uma albuminuria
significativa no intervalo de 7 dias. Este resultado pode indicar um atraso da
progressao da lesdao por ADR ocasionado pelo exercicio, deslocando o pico de
proteinuria encontrado de 7 para 14 dias.

Este efeito de atraso da progressao de proteinuria em modelo experimental
pode ser observado em resposta a inibicdo da atividade de STAT3 (EDWARDS;
MIZUI; KYTTARIS, 2015).

Apesar da alteracado do ponto de deteccao de albuminuria, a comparacéo de
albumina/creatinina urinaria entre os animais do grupo Exercicio e grupo Sedentario
nao apresentou diferengas estatisticas (Figura 7). Para o periodo de 7 dias, entretanto,
Faleiros et al., (2017) encontraram uma redugdo da albumina urinaria de 24 horas do
grupo pré-condicionado com exercicio fisico comparado ao grupo sedentario de ratos

com lesdo induzida por adriamicina.
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Figura 7 - Albuminal/creatinina urinaria dos grupos ADR submetidos ao exercicio de resisténcia
e sedentarios. Albuminudria no periodo de (A) 7 dias e (B) 14 dias. n=5 animais para grupo Sedentario
e 6 animais para grupo Exercicio. Pontos indicam a presenca de outlier.

4.1.4 Analises histomorfométricas do musculo gastrocnémio
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Adriamicina é capaz de causar leséo a diferentes tecidos. A miopatia causada
por ADR causa atrofia das fibras musculares e disfungao contratil do musculo afetado.
A disfungdo mitocondrial e o aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) pela acdo da ADR no tecido muscular esquelético sao ditos responsaveis pelos
danos causados as fibras musculares (POWERS et al., 2019).

O exercicio de resisténcia prolongado, assim como protocolos de exercicio de
curta duracao, reportam um efeito positivo do pré-condicionamento causado pelo
exercicio prévio a administracao de ADR, reduzindo a toxicidade muscular da droga.
Além de oferecer protecdo contra os danos por estresse oxidativo, o exercicio fisico
pode promover reducao da atividade de genes envolvidos em processos do sistema
ubiquitina-proteossomo e degradagao muscular (MARQUES-ALEIXO et al., 2018).

4.1.4.1 Peso muscular e deposicao lipidica

A mensuracgao do peso isolado do musculo gastrocnémio dos animais revelou
um aumento do peso muscular para o grupo controle do protocolo de EFR em relagéo

ao controle sedentario (Figura 8).
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Figura 8 - Aumento do peso muscular dos animais Controle e ADR dos protocolos sedentario e
EFR. Pesagem do musculo gastrocnémio 14 dias ap6s administragéo de adriamicina. n=6 animais por
grupo, *p<0,05. Média £ desvio padrao.
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Apesar do aumento do peso muscular causado pelo protocolo de EFR nos
animais do grupo controle, nenhuma diferencga foi observada para os animais do grupo
ADR. Além da reducéo de peso corporal, diferentes estudos observaram reducao do
peso muscular de diferentes musculos em modelo animal em resposta a ADR. Em
estudo de meta-analise publicado por Hiensch et al., (2020), foi observado uma
reducao de 14% do peso muscular associado a administracdo de ADR em ratos.

Embora ndo haja redugcao direta do peso muscular causada pela ADR, a
auséncia do aumento do peso do musculo gastrocnémio para o grupo ADR do
protocolo de EFR pode indicar um efeito da ADR neste parametro, visto que o
protocolo de exercicio ocasionou um aumento do peso muscular no grupo controle.

Diferentes células, incluindo células da musculatura esquelética, podem
formar goticulas de lipideos intracelulares. Em quadro como obesidade e diabetes tipo
2, o aumento de lipideos intramusculares, em especial o triacilglicerol, se correlaciona
inversamente com a sensibilidade muscular a insulina e se apresenta como um bom
preditor ao risco de diabetes (KOVES et al., 2013).

Apesar desta relagao entre lipideos intramusculares e disturbios metabdlicos,
nem sempre seu aumento estara relacionado com um quadro patolégico. A pratica de
exercicio fisico pode levar ao aumento de goticulas de lipideo, ocasionando niveis
elevados deste componente em atletas, mas sem haver uma associagao entre os
niveis de lipideos intramusculares e queda da sensibilidade muscular a insulina nestes
individuos (KOVES et al., 2013).

A analise de lipideos intramusculares no musculo gastrocnémio dos animais
revelou aumento de goticulas de lipideos presentes nos grupos ADR, especialmente
para o grupo ADR sedentario, que apresentou niveis elevados em comparagao a
ambos controles, sedentario e EFR. No caso do grupo ADR do protocolo de EFR,
houve aumento de lipideos intramusculares apenas em relagédo ao grupo controle
sedentario. Interessantemente, além de ndo haver aumento de goticulas de lipideos
entre os grupos controle e ADR do protocolo de EFR, o protocolo de exercicio
ocasionou reducdo dos niveis encontrados para o grupo ADR de EFR em relagdo ao
grupo ADR sedentario (Figura 9).

A doencga renal crénica terminal pode levar a acumulagéo de tecido adiposo
ectopico, ou seja, aumento da presenca de lipideos circundantes a tecidos n&o-
adiposos, como a musculatura esquelética. Aliado a isto, segundo Keddar et al.

(2020), a analise da deposicéo lipidica em pacientes de transplante renal revelou uma



42

redugao de lipideos ectopicos em 75% dos pacientes apds o transplante renal. Esta
reducéo indica que apesar da injuria renal levar a distribuicao ectopica de lipideos, a
reversao do quadro renal pode ocasionar também em reversao da deposicdo de

lipideos na musculatura esquelética.

W

Deposigéo de lipideos (Log %)

Controle Controle ADR ADR
Sedentario Exercicio Sedentario Exercicio

Figura 9 - Deposicdo lipidica no musculo gastrocnémio é aumentada no grupo ADR. (A)
Representacao histologica da coloragao de Sudan black, aumento de 400x. Setas apontam exemplos
de goticulas de lipideos no tecido. (B) Quantificagdo da deposigao lipidica intramuscular dos grupos
controle e ADR dos protocolos sedentério e EFR. n=6 animais por grupo, **p<0,01. Média + desvio
padrao.

Sendo assim, o aumento da deposi¢cdo de goticulas de lipideos no tecido

muscular, como o observado, pode refletir ndo apenas uma disfuncdo do tecido
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muscular, mas também estar relacionado com a funcionalidade renal. Aliado a isto, a
pratica de exercicio fisico de resisténcia pode levar a redugao dos niveis de deposigao
lipidica na musculatura esquelética, como observado pela redugao encontrada entre
os grupos ADR sedentario e ADR de EFR.

4.1.4.2 Area, densidade e numero de capilares por fibras musculares

Diferentes modalidades de exercicio podem conferir protecdo as fibras
musculares sobre o efeito de lesdo provocado por ADR. O exercicio fisico prévio a
indugao de lesao por ADR resultou em redugcdo de marcadores de lesdo muscular e
reducao da presenca de ROS no tecido muscular em modelo experimental, e
atenuacao da atrofia de fibras musculares nos musculos diafragma, plantar e séleo de
ratos em modelo de lesdo por ADR (POWERS et al., 2019).

Apesar da redugao do peso corporal causada por ADR, os animais do grupo
ADR sedentario ndo apresentaram alteragdes significativas quanto a area média das
fibras musculares, densidade de fibras no tecido muscular, ou numero de capilares

por fibra (Figura 10).
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Figura 10 - Alteragdes nas fibras musculares dos animais sedentarios. (A) Area de secgéo
transversa média. (B) Densidade de fibras musculares. (C) Raz&o de capilares por fibra. n =4 a 6
animais por grupo. Pontos indicam a presenca de outlier.

A analise destes parametros dos animais do protocolo de EFR revelou uma
reducao do numero de capilares por fibra para o grupo ADR, sem haver alteragdes da

area média das fibras ou da densidade de fibras no campo (Figura 11).
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Figura 11 - Alteragdes nas fibras musculares dos animais do protocolo de EFR. (A) Area de
secgao transversa média. (B) Densidade de fibras musculares. (C) Razao de capilares por fibra. n = 4
a 6 animais por grupo. Pontos indicam a presenca de outlier.

O processo de angiogénese ocorre em equilibrio com o estimulo de fatores
angiogénicos e antiangiogénicos que interagem com células endoteliais e matriz
extracelular vasculares. O exercicio fisico promove a expressdo de fatores de
crescimento angiogénicos e promove o aumento de capilares no tecido muscular. O
exercicio de resisténcia pode promover o aumento da capilarizacdo do tecido
muscular tanto em humanos como em modelos animais, assim como outros tipos de
exercicio, o que esta ligado com melhora do estado de saude tanto em humanos como
animais (GUO et al., 2020).

Diferente dos animais sedentarios, a avaliacdo do numero de capilar/fibra
muscular dos animais submetidos ao exercicio de resisténcia demonstra uma reducao
dos capilares em resposta a ADR (Figura 11C). Desta forma, a ADR é capaz de
interferir na resposta causada pelo exercicio, reduzindo a capacidade de
vascularizagdo muscular daqueles musculos pré-condicionados com o exercicio

fisico, mas ndo dos musculos ndo treinados.

4.1.4.3 Area e distribuicdo das fibras musculares

Para conferir o efeito causado pela adriamicina sobre as fibras musculares,
uma vez que a area média das fibras ndo apresentou diferencas, foi realizado a
estratificacdo das fibras por sua area de seccdo transversa, e analisado sua

distribuicao relativa.
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A analise da populacéao de fibras por seu tamanho nao revelou um efeito da
adriamicina em nenhum dos protocolos, conforme nao foi observado diferengas entre
o grupo controle e grupo ADR (Figura 12).

Grupo D Controle . ADR

A B

30

30

S g
~ 20 o 20
3 o
2 =2
= =
2 Q2
= =

10 ﬁ 10 ['

0

9 P S PP ® DD SRR S S S N S S S
N N} Q Q ) Q Q' () \S) Q' N) O () N} Q (8 \N) Q' N) O ) Q
AL S L - L N S PERC AN U S A S LU SN S
Y Y NS &7 I S S SR SRR J o 7
P& L PSP R R i i A RS
Area das fibras (um?) Area das fibras (um?)

Figura 12 - Distribuicdao das fibras musculares por sua area de secg¢ao transversa. Distribuicdo
das fibras musculares pela area das fibras dos animais do protocolo (A) sedentario e (B) de exercicio
de resisténcia. n=6 animais por grupo. Média *+ desvio padréo.

O levantamento de diferentes estudos em uma meta-analise revelou que,
assim como ocorre reducdo do peso corporal, a ADR utilizada em modelo
experimental leva a redugdao de 17% da area de seccédo transversa de fibras
musculares quando comparadas ao grupo controle. Entretanto, estes resultados
refletem estudos cujo o alvo da analise é focado nos musculos diafragma, plantar e
s6leo (HIENSCH et al., 2020).

Em concordancia com os resultados aqui apresentados, a analise do efeito de
ADR no musculo gastrocnémio de camundongos né&o revelou alteragdes da area de

seccgao transversa média ou da distribuicdo das fibras musculares (YU et al., 2014,
2015).

4.1.4.4 Tipagem de fibras musculares

A musculatura esquelética pode ser dividida por tipos de fibras musculares
presentes no tecido, que se dividem por sua composicdo quanto a capacidade

oxidativa, proteinas constitutivas e o tipo de cadeia pesada de miosina presentes.
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De acordo com estes parametros, as fibras musculares séo divididas de
acordo com a isoforma da cadeia pesada de miosina presente na fibra em fibras do
tipo | (oxidativa, contragao lenta), fibras do tipo lla (oxidativa, contragéo rapida) e fibras
tipo lb (glicolitica, contrac&o rapida) (GUO et al., 2020; LEE et al., 2018).

O musculo esquelético tem a capacidade de se adaptar em resposta a
estimulos, como ativacdo de nervos, influencias hormonais, ou o0 seu uso em
atividades como o exercicio de resisténcia. A plasticidade muscular envolvendo a
troca do tipo de fibra, principalmente a troca entre fibras lentas (Fibras |) em fibras
rapidas (Fibras do tipo lla e llb) (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011), ocorre em
diferentes modelos experimentais submetidos a diferentes tipos de exercicio (GUO et
al., 2020).

A composicao muscular pela classificagao de fibras por seu tipo (I, lla e 1lb)
aparenta nao sofrer alteracdes pela administracdo de ADR, mantendo a composigao
muscular de fibras sem haver efeitos do protocolo de EFR ou da administracéo de
ADR (Figura 13).
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Figura 13 - Composi¢ao muscular por tipo de fibra de animais sedentarios e do protocolo de
EFR. (A) Grupos de animais sedentarios e (B) grupos submetidos ao protocolo de EFR. n=4 a 6 animais
por grupo. Média + desvio padrao.

Apesar de nao haver alteragdes na composicao de tipos de fibras musculares
encontradas, diferentes modelos experimentais podem ocasionar a troca entre tipos
de fibras. Utilizando um modelo animal de exercicio em esteira, Lee et al., (2018)

observaram um aumento nas fibras de contracéo lenta no musculo gastrocnémio de
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camundongos apos 4 semanas de exercicio, reportando o envolvimento de um canal
de Ca?* ativado por estresse oxidativo nos mecanismos responsaveis pela indugao da
troca do tipo de fibra.

A lesdo por ADR em musculos diafragma, séleo e plantar é capaz de levar a
reducao da area de secgao transversa das fibras musculares (POWERS et al., 2019).
Apesar de nao observar uma reducao da area de seccao transversa média das fibras
do musculo gastrocnémio, a analise por tipo de fibra revelou alteragées da area das

fibras de acordo com o tipo de fibra analisado (Tabela 5).

Tabela 5 - Area de seccdo transversa por tipo de fibra

Protocolo Grupo Area de fibras (um?)
Tipo | Tipo lla Tipo llb
Sedentario Controle 661,2+17,4%> 1016,4 £ 18,02 1989,2 + 30,82
ADR 656,3 + 13,72 1018,7 £ 16,72 1839,9 + 27,1°¢
Exercicio de Controle 608,6 + 17,82  1338,2 £+ 25,0° 2169,1 +45,9°
resisténcia ADR 680,5+17,9°  1279,8 £ 24,6 2055,6 + 31,82

Area de secgao transversa por tipo de fibra dos grupos controle e ADR. n = de 3 a 5 animais por grupo.
Média + erro padrdo da média. Letras indicam diferenga estatistica, onde valores com letras diferentes
na mesma coluna apresentam diferencga estatistica (p < 0,05).

As fibras do tipo | apresentaram alteragcao de sua area em resposta a ADR no
caso de animais submetidos ao protocolo de exercicio, enquanto as fibras do tipo lla
demonstram um efeito do exercicio ocasionando o aumento da area das fibras em
relacdo aos grupos sedentarios. A analise das fibras do tipo Ilb revelou atrofia das
fibras do grupo ADR sedentario, visto que apresentaram menores valores de area de
fibra comparado a todos os grupos. O grupo ADR de EFR, por sua vez nao apresentou
esta reducao da area das fibras.

Tanto a diversificacdo da composi¢cao muscular sobre o tipo de fibra quanto
alteracdes sobre a area de cada fibra refletem a adaptagdo do organismo a estados
do metabolismo. Em casos de perda de massa muscular, como caquexia ou sepse,
fibras glicoliticas do tipo Il (llb) apresentam maior atrofia que fibras oxidativa tipo |
(SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

4.1.4.5 Alteragdes nucleares nas fibras musculares
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Alteragdes nucleares nas fibras da musculatura esquelética podem indicar a
presenca de disfung¢des do tecido. Fibras musculares apresentam nucleo periférico,
localizado proximo a membrana plasmatica. A presenga de nucleos centrais, ou seja,
nucleos localizados fora da regido periférica proxima da membrana basal, pode ser
um indicio de condicdes de lesdao, como perda de massa muscular, ou um processo
de regeneracdo (ROMAN; GOMES, 2018).

No caso de animais sedentarios, foi observado redugao de nucleos centrais
no grupo ADR (Figura 14), apesar de que a analise de outros componentes da
situacao nuclear, indicativos da atividade nuclear e agéo direta da droga sobre os

nucleos das fibras musculares, ndo apresentaram alteracdes devido administragao de
ADR.
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Figura 14 - Presenca de nucleos centrais, nimero de nucleos por fibra e dominio nuclear nas
fibras musculares do gastrocnémio dos grupos sedentarios. (A) Presenca de nucleos centrais, (B)
numero de nucleos por fibra e (C) dominio nuclear. n = 5 animais por grupo, *p<0,05 vs Controle,
**p<0,01 vs Controle. Pontos indicam a presenga de outlier.

Entretanto, a analise dos nucleos das fibras musculares do gastrocnémio de
animais submetidos ao exercicio de resisténcia revelou que, novamente, o grupo ADR
apresenta uma redugao da presenga de nucleos centrais comparado ao grupo
controle. Por outro lado, para os animais submetidos ao exercicio de resisténcia tanto
o numero de nucleos por fibra muscular quanto o dominio nuclear apresentaram
diferengas, o que nao ocorreu com os grupos sedentarios (Figura 15).

A analise da presengca de nucleos centrais nos musculos gastrocnémio
revelou uma redugado de nucleos centrais em resposta a ADR (Figura 14, 15). Em

contraste aos dados encontrados, dados da literatura demonstram que a
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administracao intraperitoneal de 15 mg/kg de ADR resultou em um aumento dos
nucleos centrais observados no musculo gastrocnémio de camundongos C57BL/6 em
um intervalo de 4 dias apds a administragao de ADR (YU et al., 2014, 2015).
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Figura 15 - Presencga de nucleos centrais, nimero de nucleos por fibra e dominio nuclear nas
fibras musculares do gastrocnémio dos grupos Controle e ADR que foram submetidos ao
exercicio de resisténcia. (A) Presenca de nucleos centrais, (B) nUmero de nucleos por fibra e (C)
dominio nuclear. n = 5 animais por grupo, *p<0,05 vs Controle, **p<0,01 vs Controle. Pontos indicam a
presenca de outlier.

Contudo, a exposicéo prolongada de animais a ADR resultou na redugao de
nucleos centrais do musculo s6leo de ratos em resposta a um tratamento com
administracdo de ADR semanal ao longo de 4 semanas (KWON, 2020), assim como
a analise de uma dose aguda em animais exercitados reduziu a presenga de nucleos
centrais no musculo séleo de ratos 24 horas ap6s o exercicio (HUANG et al., 2017).

Alteragdes no numero de nucleos de fibras musculares pode indicar um
presente crescimento ou hipertrofia muscular, visto o papel de células satélites da
musculatura esquelética e sua fusao com fibras musculares nestes processos levarem
ao aumento de nucleos no tecido. A reducado de nucleos/fibra por sua vez, pode
demonstrar um processo de lesao as fibras (SCHIAFFINO et al., 2013). Apesar de nao
ter sido encontrado uma reducao da area média das fibras musculares, a redugao de
nucleos presentes e aumento do dominio nuclear indicam a presenca de lesao
causada por ADR na atividade nuclear, sem haver alteracdo das areas de fibras.

Seguindo a hipétese de inclusdo de nucleos em razao de hipertrofia muscular
e de reducdo de nucleos em quadros de atrofia, cada nucleo presente nas fibras
musculares apresentaria atividade sobre um determinado volume de citoplasma,

sendo o nucleo responsavel pela transcricdo e sintese proteica das suas regides
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imediatas. Esta compartimentalizagdo do volume citoplasmatico em regides
correspondentes a um nucleo celular estabelece uma relagéo linear entre o tamanho
da fibra muscular e seu conteudo nuclear, e é chamada de dominio nuclear
(SNIJDERS et al., 2020).

Contrariando esta hipotese, a atrofia muscular sem a redu¢do do numero de
nucleos, como observado em diferentes modelos experimentais de atrofia muscular,
resultaria em alteragdes nos valores obtido para o dominio nuclear (SNIJDERS et al.,
2020). Desta forma, a atrofia muscular poderia ser acompanhada por alteracdes nos
valores de dominio nuclear. Como foi observado, a redugdo de nucleos/fibra nos
animais do grupo ADR do protocolo de EFR sem estar acompanhada de alteragdes
na area média das fibras levou a alteracdo do valor encontrado para o dominio

nuclear, podendo indicar um processo de lesdo presente nestes animais.

4.2 INIBICAO DA VIA DE SINALIZAGAO STAT3

Diferentes estudos discorrem sobre o envolvimento de STAT3 e os
mecanismos de lesao renal, reportando melhora no quadro de albuminuria, reducéo
da expansado mesangial, infiltragdo de células inflamatdrias e da fibrose intersticial no
tecido renal em resposta a inativagdo de STAT3 (PACE et al., 2019).

Apesar da presenca constitutiva de STAT3 no tecido renal, em quadros como
a GESF é observado aumento dos niveis de STATS3 fosforilada (pSTAT3) nas regides
tubulares e vascular do tecido renal (BIENAIME et al., 2016; LI et al., 2007; TAO et al.,
2018).

4.2.1 Peso corporal

De mesmo modo que os grupos ADR, a administracédo de ADR, mesmo com
a administragao conjunta de Stattic, levou a uma queda do peso corporal dos animais
em ambos os protocolos sedentario e de EFR. Apesar dos possiveis envolvimentos
da via STAT3 na progressao da lesao renal, a inibicdo da via apods a indugao da
nefropatia ndo causou alteracées na manutengao do peso corporal (Figura 16).

A comparagédo entre os grupos ADR e ADR + Stattic demonstra que a
inativacdo da via de sinalizacdo STAT3 nao causa alteragdes na variacao do peso

corporal causado pela ADR no caso de animais do protocolo sedentario, enquanto
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para o protocolo de exercicio € observado uma recuperagéao do peso corporal apenas
no décimo dia. Apesar dessa breve recuperagao no ponto de 10 dias apos a indugao
da les&o renal, o grupo ADR + Stattic volta a ndo apresentar diferengas com o grupo
ADR no periodo de 14 dias (Figura 17).
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Figura 16 - Variagao de peso corporal dos animais tratados com Stattic. (A) Sedentario e (B)
Exercicio que receberam Stattic ou ADR + Stattic. n=6 por grupo, *p<0,05, ***p<0,001.
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Figura 17 - Comparacido da variagdao de peso corporal dos animais ADR e ADR + Stattic. (A)
Animais do protocolo Sedentario e (B) animais do protocolo de EFR. n=6 por grupo, *p<0,05.
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4.2.2 A lesao renal apos inibigao da via STAT3

Estudos envolvendo a progressao de lesdo renal e a agdo da STAT3 nos
mecanismos de fibrose, infiltrado inflamatério e quadro de proteinuria destacam o
papel da ativacdo de STAT3 como um potencial modulador do comprometimento da
barreira de filtragdo glomerular (PACE et al., 2019).

A inativagao da via STAT3 resultou em niveis de albumina/creatinina que nao
apresentaram diferencgas significativas ao longo do periodo de 14 dias apesar de uma
aparente progressao da albuminuria para os animais do protocolo sedentario entre os
intervalos de tempo analisados. Em comparacao, animais do protocolo de exercicio
de resisténcia além de nao obterem aumento da albuminuria ao longo do tempo,

expressam menores niveis de albumina/creatinina urinaria (Figura 18).
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Figura 18 — Albuminduria e a inibicdo da STAT3 em camundongos que receberam adriamicina
dos protocolos sedentario e exercicio. Grupos ADR + Stattic (A) Sedentario e (B) Exercicio de
resisténcia ndo apresentaram diferencgas significativas nos niveis de albuminuria ao longo de 14 dias.
n = 5 animais por grupo. Pontos indicam a presenca de outlier.

Em comparagdo com o grupo ADR do protocolo sedentario (Figura 5), a
inibicdo da via STAT3 apdés ADR resultou, também em animais sedentarios, na
conversao da resposta intensa observada pelos maiores niveis de albumina/creatinina
no intervalo de 7 dias dos animais ADR sedentario, para uma resposta progressiva de
albuminuria ao longo dos 14 dias nos animais ADR + Stattic sedentarios. Assim como

observado para os animais ADR do protocolo de exercicio, a inibigdo de STAT3
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aparenta causar a redugao da agressividade do modelo por ADR, reduzindo a
progressao da lesao renal e atrasando a manifestagcao de proteinuria para além do
periodo de 7 dias.

Utilizando modelo experimental de nefrite lupica, Edwards et al., (2015)
encontraram um efeito de adiamento da lesdo renal em resposta ao tratamento de
curta duracédo utilizando Stattic. Neste modelo experimental, com o passar da idade
0s animais manifestam a doenga autoimune e apresentam marcadores de leséo renal.
Contudo, camundongos tratados com Stattic intraperitoneal por duas semanas
apresentaram atraso do quadro de proteinuria em até 3 semanas em comparagao com
animais nao tratados (EDWARDS; MIZUI; KYTTARIS, 2015).

Em concordéancia com este achado, Li et al., (2007), utilizaram a inibicao de
JAK2, que resultou em menor ativacdo de STAT3 no tecido renal, ocasionando a
reducdo da excrecdo urinaria de albumina (albumina/creatinina) ao longo de 6
semanas, e atenuando a presenga de glomeruloesclerose e leséo tubulointersticial no
rim de camundongos com nefropatia induzida por ADR.

Em complemento, niveis de ativacdo de STAT3 (pSTAT3/STAT3) se encontram
elevados no tecido renal em diferentes estudos envolvendo a progressao de leséao
renal (EDWARDS; MIZUI; KYTTARIS, 2015; LI et al., 2007; ZHANG et al., 2017;
ZHENG et al., 2019), acompanhados de modulagao da evolugao de fibrose e redugéo
da proteinuria decorrentes da progressao da lesao.

Pela presenca do efeito atenuador dos niveis de albumina/creatinina urinarios
tanto para o exercicio fisico, quanto para a inibicdo da via STAT3, os niveis de
albuminuria dos grupos com ambas as intervengdes foram comparados. Ao analisar
0s niveis de albumina/creatinina urinaria dos grupos ADR + Stattic, percebe-se nos
periodos de 7 e 14 dias apds a administracdo de ADR que ha reducgao dos niveis de
proteinuria dos animais do protocolo de exercicio em comparagdo aos animais
sedentarios (Figura 19). A comparacado entre todos os grupos dos protocolos
sedentario e exercicio estdo presentes no apéndice 1.

A reducgédo de albumina/creatinina encontrada para o grupo ADR + Stattic do
protocolo de exercicio em comparacgao ao grupo ADR + Stattic sedentario, assim como
a observacao de um efeito de adiamento do pico de albuminuria causados tanto pelo
exercicio quanto a inativagao de STAT3, fornecem bases para a sugestdo de um efeito

conjunto do bloqueio da via de sinalizacdo STAT3 e do efeito protetor do exercicio
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fisico de resisténcia sobre a instalacao da proteinuria e melhora da resposta do tecido

renal.
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Figura 19 - Albuminal/creatinina urinaria dos animais do grupo ADR + Stattic que foram
submetidos ao exercicio de resisténcia e sedentarios. Intervalos de (A) 7 dias e (B) 14 dias apos
administracao de adriamicina. n=5 (Sedentario) a 6 (Exercicio). *p<0,05. Pontos indicam a presenga de
outlier.

Parametros séricos envolvidos com a funcionalidade renal foram analisados,

conforme a Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros séricos da funcionalidade renal

Grupo Ureia Albumina Triglicerideos
(mg/dL) (g/dL) (mg/dL)
Sedentario Controle 50,5+2,9 2,3+0,172 64,0 £ 9,0%
Stattic 48,6 + 2,7 2,3+0,02%* 60,9 +6,3%
ADR 56,1 + 3,1 2,5+0,23° 61,3 +1,6%
ADR + Stattic 60,2 £ 9,6 2,3+0,14%® 98,2 +28,3%
Exercicio Controle 70,6 +5,8 2,3 + 0,292 146,3 + 45,92
Stattic 60.1+3,9 2,1+0,16% 105,1 £ 19,2%
ADR 68,5+9,9 2,1 +0,05% 136,8 + 25,22
ADR + Stattic 546 +£9,5 1,6 £0,16° 34,0+ 7,9°

Avaliagdo de uréia, albumina e triglicerideos séricos. n = 3 a 4 animais por grupo. Letras indicam

diferenca estatistica, onde valores com letras diferentes apresentam diferenca estatistica (p < 0,05).
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Nao foram encontradas diferengas entre os grupos para os niveis de ureia
sérica. Enquanto isso, o grupo ADR + Stattic do protocolo de exercicio apresentou
niveis reduzidos de albumina sérica em comparagao ao grupo ADR sedentario, apesar
de nenhum dos grupos apresentar diferengas em comparagao aos grupos controle. A
analise de triglicerideos demonstrou uma reducgao dos valores para o grupo ADR +
Stattic em comparagdo com o grupo Controle, ambos do protocolo de exercicio de
resisténcia. Os demais grupos nao apresentaram diferengas entre si (p>0,05).

A analise do tamanho e do peso do tecido renal revelou um aumento de
ambos os parametros para o grupo controle exercicio em comparagdao ao grupo
controle sedentario. Da mesma forma, o grupo ADR + Stattic do protocolo de EFR
apresentou valores aumentados em relagdo ao controle sedentario, havendo também
aumento do peso do rim esquerdo dos animais Stattic EFR em comparagao ao

controle sedentario (Figura 20).
A Controle Stattic ADR ADR + Stattic

Sedentario

Exercicio
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Figura 20 - Medidas de tamanho e peso do rim esquerdo dos grupos experimentais. (A) Imagem
representativa do tecido renal dos grupos experimentais. (B) Mensuragao longitudinal do rim esquerdo
e (C) peso do rim esquerdo dos grupos experimentais. n=6 por grupo. Média + desvio padrao.

Diferentes modelos experimentais de DRC apresentam alteragdes
morfologicas do tecido renal, como aparéncia palida, granular, reducao do tamanho e
peso do tecido renal. Utilizando um modelo de les&o renal aguda através da reducao
temporaria da perfusao renal, Zhang et al. (2020) detectaram redugao do tamanho e
peso do tecido renal apos 96 dias da indugdo da lesdo renal aguda. No caso de
modelo experimental de DRC induzido em camundongos pela suplementagdo com
adenina, Berru et al. (2019) observaram reducdo da massa e tamanho renal no
intervalo de 6 semanas apos o inicio da indugao de lesao renal.

Apesar de a ADR levar ao aumento da albuminuria e queda do peso corporal,
nao foi possivel detectar redugdo do tamanho e peso renal no periodo de 14 dias do

estudo.

4.2.3 Alteragdes histomorfométricas do musculo gastrocnémio

4.2.3.1 Peso muscular e deposicao lipidica

A mensuragao do peso do musculo gastrocnémio dos animais do grupo ADR
e grupo ADR + Stattic revelou novamente um efeito observado no conjunto de
exercicio e inativagao da via STAT3 (Figura 21). Animais do protocolo sedentario ndo
apresentaram diferencas, porém o grupo ADR + Stattic apresentou maior peso

muscular em relagdo ao grupo ADR submetidos ao protocolo de EFR.
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Figura 21 - Peso do gastrocnémio direito dos animais dos grupos ADR e ADR + Stattic 14 dias
apo6s a administragao de adriamicina. . n=6, *p<0,05. Média + desvio padrao.

Conforme discutido anteriormente, a presenca de DRC pode ocasionar a
redistribuicdo de lipideos, aumentando a sua presenga em tecidos nao-adiposos,
como a musculatura esquelética. Aliado a isto, a lesdo muscular causada por ADR,
através de mecanismos de estresse oxidativo que levam a disfungdo mitocondrial,
pode ocasionar alteragbes no metabolismo energético das fibras musculares,
alterando seu perfil lipidico (POWERS et al., 2019).

A analise da deposicao lipidica revelou que houve um aumento dos niveis de
lipideos intramusculares, tanto para os grupos sedentario quanto para os grupos de
EFR, em resposta a ADR. Interessantemente, o grupo ADR de animais submetidos
ao exercicio ndo apresentou um aumento significativo comparado ao grupo controle,
enquanto o inverso ocorreu no caso de animais sedentarios (Figura 22).

Além do efeito do exercicio sobre a disposi¢cao de transportadores de glucose
(GLUT4) permitindo maior captacdo de glucose por células da musculatura
esquelética (KOH et al.,, 2019), a STAT3 promove a translocagdo de GLUT4 a
membrana plasmatica a partir de estimulos como IL-6 e IL-15. Deste modo, a inibi¢ao
de STATS3 causa a redugao da captagao de glucose pela reducédo da presencga de
transportadores GLUT4 em células da musculatura esquelética (KROLOPP;
THORNTON; ABBOTT, 2016).
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Figura 22 - Deposi¢dao de lipideos intramusculares no musculo gastrocnémio. (A) Protocolo
sedentario e (B) protocolo de exercicio de resisténcia. n=5 a 6 por grupo. #=p<0,001 vs Controle.
1=p<0,001 vs Stattic. Média + desvio padrao.

Associado com os mecanismos de translocagcao de GLUT4 a membrana de
células musculares, o exercicio fisico leva a ativacao de proteina quinase ativada por
AMP (AMPK). O aumento de IL-6 muscular pela pratica de exercicio ocasiona, via
AMPK, aumento da oxidagao de acidos graxos no tecido muscular (YAMAGUCHI et
al., 2015).

A reducéo da capacidade de oxidagao de acidos graxos pode ocasionar a
relocagao lipidica para armazenamento ectopico, aumentando os niveis de lipideos
em células musculares, sendo que o exercicio fisico promove melhoras na oxidagao
lipidica no tecido muscular esquelético (BERGGREN et al., 2008). Desta forma, a
auséncia do aumento da deposicao lipidica no grupo ADR do protocolo de exercicio
pode ser explicada pelo efeito promovido pela pratica de exercicio sobre a oxidagao
lipidica nas células musculares.

A presenca do inibidor da via de sinalizagdo STAT3 n&o ocasionou alteragdes
na deposicgao lipidica, nem atenuou o quadro dos animais ADR + Stattic no protocolo
sedentario. No caso de animais do protocolo de EFR, o grupo ADR + Stattic se
manifesta com aumento da deposigao lipidica.

A leptina € um dos componentes da regulagdo do metabolismo energético do
musculo esquelético. A ativacdo de receptores de leptina leva a fosforilagdo de
proteinas JAK, desencadeando a ativagao de vias de sinalizacao, incluindo AMPK e
STAT3 (GUADALUPE-GRAU et al., 2014). A ativacdo de STAT3 esta relacionada com
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aumento da capacidade oxidativa de lipideos no tecido muscular (PEREZ-LOPEZ et
al., 2019; WOLSK et al., 2011). Assim sendo, o0 aumento da deposicao lipidica para o
grupo ADR + Stattic dos animais sedentarios esta relacionada com a inibigdo da via
STAT3, impedindo o total funcionamento dos mecanismos de oxidacao lipidica e

contrabalanceando o efeito do exercicio nesta funcéo.

4.2.3.2 Area de seccdo transversa e distribuicéo de fibras musculares

Para avaliar o efeito direto do exercicio e STAT3 nas fibras musculares, foi
avaliada a area de secgao transversa e distribuigao das fibras musculares do musculo
gastrocnémio.

A participacao da STAT3 na manutencao do tecido muscular, especificamente
das fibras musculares, ocorre por mecanismos de controle e manutengdo da

expansao e especializagao de células satélites (Figura 23).
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Figura 23 - A via de sinalizagdo STAT3 participa da regulagao da expansao e diferenciagao de
células satélites. (A) Estimulos como exercicio podem ativar células satélites para o processo de
regeneragao do tecido. (B) Células ativadas promovem expanséo de células satélites (Pax7*) e células
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miogénicas diferenciadas (MyoD*). (C) Células MyoD* promovem a regeneragéo, reparo e crescimento
do tecido por um processo de fusdo com fibras musculares, resultando em aumento de nucleos e da
area dessas fibras. (D) O processo de diferenciagao € alterado pela inibicdo de STAT3, sem haver
reducéo da capacidade de expansao das células satélites. (E) A inibicdo de STAT3, portanto, favorece
o processo de expanséao de células satélites. (F) Ao fim da inibicdo de STAT3 a expansao de células
satélites promovida propicia uma maior quantidade de células disponiveis para diferenciagao e reparo
do tecido. Fonte: o autor.

Células satélites sado células especificas do tecido muscular localizadas sobre
a lamina basal das fibras musculares. Estas sado células tronco do tecido muscular
responsaveis pela regeneragédo e aumento do numero de nucleos presentes nas fibras
musculares pela proliferagao e processo de fusdo de células satélites com as fibras
durante crescimento e hipertrofia muscular (CICILIOT; SCHIAFFINO, 2010). Células
satélites podem ser identificadas pela presenca de proteinas da familia Pax (Paired
box proteins), 3 e 7.

Seguido de lesédo ao tecido muscular, células satélites iniciam proliferagdo em
resposta ao estimulo (A). Sua proliferagao resulta em novas células indiferenciadas e
em células precursoras miogénicas que expressam os reguladores de diferenciagao
miogénica MyoD (B). A partir da sua ativagéo, estas células miogénicas iniciam sua
diferenciacado expressando cadeia pesada de miosina e dao inicio ao processo de
fuséo (C) (SCHIAFFINO et al., 2013; TIERNEY et al., 2014).

No periodo recente apds estimulo de lesdo das fibras, STAT3 apresenta uma
regulacédo da proliferagdo e regeneracgao de fibras musculares. A inibicado de STAT3
durante o periodo inicial de resposta a lesdo ocasiona a redugao da expressao de
Myod1 e expansdo de células satélites (D), com aumento da regeneragdo de
miofibras, observado por aumento da area de seccéao transversa de fibras lesionadas
tratadas com inibidor de STAT3. Este efeito ndo é observado em intervalos de tempo
maiores, e ndo é encontrado em fibras musculares maduras na auséncia de estimulo
de lesédo (TIERNEY et al., 2014).

Deste modo, a inibicao de STAT3 possibilita a proliferacdo de células satélites,
aumentando a disponibilidade dessas células para o processo de regeneracao
muscular, renovando os estoques de células satélites ao longo do periodo de tempo
de inibicdo (E). Com o fim da inibicdo da STATS3, estas células satélites, agora em
maior numero, podem retomar o processo de diferenciacdo e atuar em processos

regenerativos do tecido muscular (F).
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O mecanismo de hipertrofia com participagdo de células satélites esta
relacionado ao estimulo muscular agudo, com inducgao de ledo das fibras musculares.
Por outro lado, um mecanismo de hipertrofia onde n&o ocorre a lesdo muscular, e
portanto, sem a participacao de células satélites, pode ocorrer através do aumento da
sintese proteica das células musculares residentes (SCHIAFFINO et al., 2013).

Ao analisar a distribuicao das fibras musculares por sua area de seccéao
transversa, observamos a distribuicao diferencial de fibras do grupo Stattic em relagéo
ao controle para fibras com area entre 401 e 800 um? dos grupos sedentarios e uma
distribuicdo diferencial de fibras com area entre 2001 a 2400 um? (Figura 22),
enquanto nao ha aparente diferenga entre a distribuigao de fibras de animais do grupo
ADR + Stattic (Figura 24). Nenhuma diferenca na distribuicao de fibras por sua area
foi encontrada para o grupo ADR + Stattic (Figura 25).

O aumento de niveis de citocinas inflamatdrias no tecido muscular resulta na
fosforilagdo de STAT3. Em quadros de caquexia, esta ativagado de STAT3 por IL-6 no
tecido muscular leva a reducdo da massa muscular e atrofia das fibras, enquanto o
bloqueio da via de sinalizagao € capaz de inibir este efeito (BONETTO et al., 2012).

Este dado pode refletir uma alteragdo transiente encontrada na inibicdo de
STAT3 e estimulos sobre o tecido muscular. Por seu papel na diferenciacao
miogénica, a inativacdo de STAT3 em momentos distintos referentes ao estimulo de
lesao pode levar a alteragdes no comportamento das fibras musculares, alterando as

populacdes de fibras quando analisadas pela estratificacdo por seu tamanho.
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Figura 24 - Distribuicdo das fibras do gastrocnémio por area de secg¢ao transversa do grupo

Stattic. (A) Animais Sedentario e (B) animais do protocolo de exercicio de resisténcia. n=3 a 5 animais
por grupo, *p<0,05, **p<0,01. Média + desvio padrao.
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Figura 25 - Distribuicao das fibras do gastrocnémio por area de secgao transversa do grupo ADR
+ Stattic. (A) Animais Sedentario e (B) animais do protocolo de exercicio de resisténcia. n=3 a 5 animais
por grupo. Média £ desvio padrdo.

Em seu estudo, Tierney et al., (2014) obtiveram aumento da populagéo de
fibras de maior tamanho no periodo de 5 dias apds o estimulo de lesdo acompanhado
com a inibicdo de STAT3. Porém, a analise de fibras de 25 dias apds o estimulo de
lesdo revelou que, mesmo com a inibicdo de STAT3 ao decorrer da lesao, ndo havia
alteracdes detectaveis no aumento de area das fibras. Desta forma, o periodo entre o
estimulo de les&o e analise é fundamental para a observagao de diferencas causadas
pelo bloqueio da via de sinalizagdo STAT3, podendo nao ser possivel observar estas
alteracdes no periodo de 14 dias.

Para complementar estes achados, a mensuracao dos didametros maiores e
menores das fibras musculares resultou em uma redugao dos diametros menor e
maior para o grupo ADR, e aumento dos didmetros menor e maior para o grupo Stattic
dos animais sedentarios, indicando a presencga de uma lesdo devido a administracao
de ADR, e um efeito modulatério da proliferacdo e expansdao de fibras pela
administracdo de Stattic. Esta modulagdo resultou em uma compensacgado para o
grupo ADR + Stattic, que nao apresentou diferengas em comparagao ao grupo
controle (Tabela 7).

Enquanto isso, para os grupos do protocolo de exercicio de resisténcia, foi

observado um aumento dos didmetros maior € menor do grupo ADR + Stattic (Tabela
8).
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Tabela 7 — Area e diametros das fibras musculares dos grupos sedentarios.

Grupo Area (um?) Diametro menor Diametro maior

(um) (Hm)
Controle 1416,2 (291,0) 30,0 (11,3)? 44,8 (18,9)2
Stattic 1360,8 (204,5) 31,0 (11,9)° 43,3 (17,8)°
ADR 1460,5 (18,2) 26,7 (10,9)° 40,3 (14,0)°
ADR + Stattic 1299,4 (385,3) 29,8 (10,9)? 45,6 (14,7)2

Mediana (Intervalo interquartil). Letras indicam diferenca estatistica, onde valores com letras diferentes

apresentam diferenca estatistica (p < 0,05).

Tabela 8 — Area e diametros das fibras musculares dos grupos de Exercicio

Grupo Area (um?) Diametro menor Diametro maior
(um) (hm)
Controle 1605,0 (344,5) 28,6 (9,2)2 42,4 (13,9)2
Stattic 1792,2 (134,4) 28,1 (9,7)2 42,0 (13,6)2
ADR 1602,6 (28,5) 27,5 (12,1)2 42,8 (18,4)2
ADR + Stattic 1924,3 (513,7) 30,9 (11,7)° 45,8 (16,3)°

Mediana (Intervalo interquartil). Letras indicam diferenga estatistica, onde valores com letras diferentes

apresentam diferencga estatistica (p < 0,05).

Desta forma, a redugado dos didametros menor e maior para o grupo ADR dos
animais sedentarios sinaliza um processo de lesdo capaz de levar a atrofia das fibras
devido ADR. Por outro lado, o grupo ADR + Stattic dos animais submetido ao exercicio
de resisténcia demonstrou aumento dos didmetros menor e maior, indicando agao do
protocolo de exercicio em conjunto com a inibigdo de STAT3 favorecendo o processo
de regeneracéao das fibras lesionadas por ADR.

De mesmo modo, Tierney et al., (2014) observaram n&do um aumento da area
de seccao média das fibras, mas um aumento da area das fibras pela estratificacao
das fibras musculares por seu tamanho. Desta forma, apesar de nao ter sido
encontrado diferengas entre as areas média das fibras por grupo, a analise por

tamanho de diametros pode revelar um efeito da intervengao sobre o tecido muscular.

4.2.3.3 Tipagem de fibras e numero de capilares
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Figura 26 - Composicao muscular por tipo de fibras. (A) Musculo gastrocnémio corado pela técnica
de NADH-TR, com fibras do tipo I, tipo lla e tipo IIb em aumento de 400x; barra de escala: 50 ym. (B)
Composigao percentual de fibras dos grupos do protocolo sedentario. (C) Composigao percentual de
fibras dos grupos do protocolo de exercicio. n=3 a 5 animais por grupo.

A composicao muscular pelo tipo de fibra presente no tecido foi analisada pela
técnica histoenzimatica de NADH-TR. N&o foi encontrado diferengas entre as
populagdes de fibras do tipo I, tipo lla e tipo lIb em relagdo ao protocolo de exercicio
ou sedentario, ou em relagcéo as drogas administradas (Figura 26).

A mensuracao da area de cada tipo de fibra resultou em uma reducéo da area
de fibras do tipo | e lla para o grupo Stattic, e redugédo da area de fibras do tipo Ilb

para o grupo ADR dos animais sedentario (Tabela 9).

Tabela 9 - Area média das fibras musculares por tipo de fibra dos animais sedentario

Protocolo Grupo Area de fibras (um?)
Tipo | Tipo lla Tipo llb
Sedentario  Controle 661,2+17,42  1016,4 £ 18,02 1989,2 + 30,8
Stattic 509,2 +13,2° 853,7+17,8° 2006,4 + 31,1°
ADR 656,3 + 13,72  1018,7 £ 16,72 1839,9 + 27,12

ADR + Stattic  619,3+14,92  1051,6 £ 19,33 1943,8 + 32,3%

Area de seccéo transversa por tipo de fibra dos animais sedentarios. n = de 3 a 5 animais por grupo.

Média + erro padrdo da média. Letras indicam diferenca estatistica, onde valores com letras diferentes

apresentam diferenca estatistica (p < 0,05).

Conforme discutido, alteracbes na area das fibras pode refletir alteragdes
metabdlicas e processos danosos as fibras musculares, com favorecimento para

atrofia das fibras do tipo llb em resposta aos estimulos (SCHIAFFINO; REGGIANI,
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2011), como observado pela redugao da area das fibras llb em resposta a ADR.
Apesar da redugao das areas de fibras | e lla para o grupo Stattic, fibras IIb nédo
sofreram alteragcdes por sua administracdo, sendo observado reversao da atrofia
causada por ADR pela recuperacédo da area de fibras IIb do grupo ADR + Stattic.

Diferentemente, os grupos pertencentes ao protocolo de exercicio
demonstraram um aumento da area das fibras do tipo | sobre a inativagdo da via
STAT3, sendo observado um aumento para os grupos Stattic e ADR + Stattic em
comparagao ao grupo controle. Ja as fibras do tipo Ila sofreram efeito da ADR, sendo
observado menores areas de fibra para os grupos ADR e ADR + Stattic em relagéo
aos grupos controle e Stattic. Enquanto isso, o grupo Stattic novamente apresentou

aumento do tamanho das fibras lla, e também das fibras llb (Tabela 10).

Tabela 10 - Area média das fibras musculares por tipo de fibra dos animais de exercicio de

resisténcia
Protocolo Grupo Area de fibras (um?)
Tipo | Tipo lla Tipo lIb
Exercicio de Controle 608,6 + 17,82  1338,2 £ 25,028 2169,1 +45,9%
resisténcia  Stattic 722,9+20,3> 1595,1 £ 37,0 2248,5+ 36,0
ADR 680,5+ 17,92 1279,8 £ 24,68 2055,6 + 31,82

ADR + Stattic  704,9+19,3*  1328,2+26,02 2311,2 + 37,6°

Area de seccéo transversa por tipo de fibra dos animais sedentarios. n = de 3 a 5 animais por grupo.

Média + erro padrdo da média. Letras indicam diferenga estatistica, onde valores com letras diferentes

apresentam diferencga estatistica (p < 0,05).

Seguindo o modelo de inativagdo de STAT3 resultando em proliferagdo de
células satélites (TIERNEY et al., 2014) e da capacidade do exercicio levar a
hipertrofia das fibras em razdo do exercicio através da participacao de células satélites
neste processo (SCHIAFFINO et al.,, 2013), este aumento da area de fibras em
decorréncia da inibicao de STAT3 pode ser um reflexo do aumento da populacao de
células satélites ativadas pelo exercicio fisico durante a agdo do Stattic (inibidor de
STAT3). Uma vez que cessa o efeito inibitorio, a populagdo em maior numero de
células satélites pode agir no processo de regeneragdo do tecido muscular,

ocasionando aumento das areas de fibras.
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O conjunto de alteragbes de capilares e alteragées nucleares encontradas

podem ser observadas na figura 27.
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Figura 27 - Musculos gastrocnémio corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina. Aumento de
400x; barra de escala: 50 ym. Setas pretas indicam exemplos de nucleos centrais; setas vermelhas
indicam exemplos de capilares.
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Conforme discutido anteriormente e observado pela comparagao entre grupos
controle dos protocolos sedentario e EFR (Figura 29A), a pratica de exercicio fisico
promove o aumento de capilares da musculatura esquelética (GUO et al., 2020). Para
0s grupos sedentarios, ndo houve diferengas em relagdo ao grupo controle com os
outros grupos, havendo, porém, uma interagao entre ADR + Stattic causando redugao
dos capilares presentes em relagéo aos grupos Stattic e ADR (Figura 29B). Para os
grupos submetidos ao exercicio, contudo, houve aumento do numero de
capilares/fibra para o grupo Stattic em relagdo ao controle. Além disto, o grupo ADR
apresentou valores reduzidos em relagdo ao grupo Stattic, indicando uma agao
deletéria da ADR sobre o conjunto de fatores que eleva a capilarizagdo de animais
previamente submetidos ao exercicio que receberam Stattic. Por outro lado, a
administracao conjunta de ADR e Stattic (ADR + Stattic) revelou ser capaz de reverter

a perda de capilares observada para o grupo ADR (Figura 28C).
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Figura 28 - Numero de capilares por fibra muscular. (A) Comparagao entre grupos controle
sedentario e controle que foram submetidos ao exercicio de resisténcia (dados representados em (B)
e (C)). Resultado sinaliza agao do exercicio sobre o parametro analisado. (B) Capilar/fibra dos animais
do protocolo sedentario e, (C) dos animais do protocolo de exercicio de resisténcia. n=5 a 6 por grupo,

*p<0,05.

Em resposta a administragcdo prolongada de ADR, D’Lugos et al. (2019)
observaram uma redugao da capilarizagdo do musculo séleo de ratos, enquanto nao
foi observada diferenca na densidade de capilares para o musculo extensor digital
longo. Interessantemente, os autores trazem a importancia da manutencgao de células

satélites no musculo para preservar a capilarizagdo em resposta a ADR, sendo que



70

as alteragdes de capilarizagdo encontradas nos musculos soleo e extensor digital
longo podem estar relacionadas com a capacidade de proliferacdo das células
satélites nestes musculos.

Desta forma, o aumento de capilar/fibra observado para o grupo Stattic do
protocolo de EFR, e diferenga encontrada entre os grupos ADR e ADR + Stattic,
podem estar relacionadas com a acéo da inibicdo da via STAT3 na proliferacdo de

células satélites do tecido muscular.

4.2.3.4 Alteragbes nucleares

Semelhante aos achados para o numero de capilares por fibra muscular, a
anadlise de alteracbes relacionadas ao nucleo celular das fibras do musculo
gastrocnémio revelou um aumento da razdo de nucleos por fibra, da presenga de
nucleos centrais e do dominio nuclear causados pelo exercicio.

A razao de nucleos por fibra sofre efeito da administracdo de ADR, com
reducdo do numero de nucleos do grupo ADR + Stattic dos animais sedentario, e

reduc&o de nucleo/fibra do grupo ADR para os animais de EFR (Figura 29).
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Figura 29 - Nucleo por fibra muscular. (A) Comparagao entre controles sedentario e exercicio (dados
representados em (B) e (C)). (B) Grupos do protocolo sedentario e (C) Grupos do protocolo de exercicio
de resisténcia. n=5 a 6 por grupo. *p<0,05.

Conforme discutido, o aumento de nucleos nas fibras musculares esta
relacionado com o processo de proliferacao e fusdo de células satélites musculares,

que agem como celulas tronco miogénicas em resposta a estimulos repetidos de
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contragcdo — como exercicio de resisténcia — ocasionando hipertrofia muscular
(SCHIAFFINO et al., 2013). Enquanto podemos observar um aumento do niumero de
nucleo por fibras musculares em resposta ao modelo de EFR (Figura 29A),
observamos que para animais sedentarios o grupo ADR n&o obteve alteragdes do
numero de nucleos por fibra (Figura 29B). Por outro lado, € possivel observar uma
reducao do aumento de nucleo/fibra promovido pelo exercicio fisico no grupo ADR de
animais de exercicio (Figura 29C).

O grupo ADR + Stattic do protocolo de EFR n&o demonstrou diferencas
comparado aos grupos Controle ou Stattic. Este resultado reflete o efeito de aumento
da expansdo de células satélites favorecendo o aumento da disponibilidade destas
células para o reparo tecidual em resposta ao estimulo danoso. Desta forma, a inibigao
da via STAT3, mesmo na presencga de ADR, proporcionou manutengcéo do numero de
nucleos por fibra muscular nos animais do protocolo de EFR.

Em resposta ao estimulo do exercicio sobre as fibras musculares, de acordo
com a intensidade do exercicio e estado de condicionamento fisico do individuo (ou
do modelo animal), pode ocorrer a lesao do musculo estimulado, em diferentes graus,
e se instalar um processo de inflamacao local. Em resposta a este estimulo, os niveis
locais de IL-6 se elevam, ativando a via de sinalizacdo STAT3. Como resultado, o
mecanismo de proliferacao e fusdo de células satélites, assim como mecanismos de
hipertrofia, estdao relacionados com a ativacdo via IL-6 do tecido muscular
(SCHIAFFINO et al., 2013).

O aumento da presenca de nucleos centrais nos animais submetidos ao
exercicio (Figura 31A) pode indicar um aumento da capacidade adaptativa das
células, além de sinalizar a ocorréncia de um processo de regeneracéo das fibras.
Como demonstrado por Kobayashi et al. (2016), esta relagcao de nucleos centrais e 0
processo regenerativo das fibras pode ser notada pelo aumento da presenca fibras
centronucleadas apos se estabelecer uma lesdao muscular e administrar ao tecido
lesionado células tronco derivadas do tecido muscular, onde a presenca de células
tronco favorece o processo de regeneragédo e eleva o numero de nucleos centrais

observado.
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Figura 30 - Agcao do exercicio e drogas sobre a presenga de nucleos centrais. (A) Comparacéo
entre controles sedentario e exercicio de resisténcia (dados representados em (B) e (C)). (B) Grupos
sedentario e (C) grupos do protocolo de exercicio de resisténcia. n=5 a 6 por grupo, *p<0,05.

Para ambos os protocolos, sedentario e exercicio, observa-se uma redugao
de nucleos centrais nos grupos ADR, indicando perda da capacidade adaptativa e de
regeneragao destas fibras. Em contraste, o grupo ADR + Stattic apresenta
manutencao de nucleos centrais, indicando um efeito favoravel da inativacdo da via
STAT3 sobre a lesdo causada por ADR (Figura 30).
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Figura 31 - Alteragées no dominio nuclear dos grupos ADR e ADR + Stattic. (A) Comparacgao entre
controles sedentario e exercicio de resisténcia (dados representados em (B) e (C)). (B) Grupos
sedentario e (C) grupos do protocolo de exercicio de resisténcia. n=5 a 6 por grupo, *p<0,05, **p<0,01.

Em relagcéo a capacidade de atividade no nucleo das miofibras, foi observado

um aumento do dominio nuclear em razdo do protocolo de exercicio, onde a
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comparagao entre grupos controle dos dois protocolos apresentou diferenga (Figura
31).

Este aumento do dominio nuclear proporcionado pelo exercicio pode refletir
uma agao do exercicio em causar hipertrofia das fibras, aumentando seu volume
citosolico mesmo em razao da inclusdo de novos nucleos, como observado pelo
aumento de nucleoffibra (Figura 29A).

Em resumo, as alteracbes encontradas sobre as analises de fibras
musculares refletem uma capacidade da ADR causar atrofia das fibras, uma vez que
foi detectado reducdo dos didmetros e reducdo da area das fibras do tipo Ilb nos
animais sedentarios do grupo ADR. Por outro lado, o exercicio prévio em conjunto
com a inibigao da via STAT3 favorecem mecanismos de hipertrofia e regeneracao de
fibras musculares, uma vez que o exercicio induziu aumento dos nucleos centrais,
indicando presenga de fibras em processo regenerativo, de modo que células satélites
ativadas pelo exercicio sofressem acao da inibicao transitoria de STAT3 e
favorecessem o processo de proliferagao celular, aumentando a populagao de células
capazes de contribuir em processos de hipertrofia e regeneracao do tecido muscular
afetado pelo exercicio e ADR, conforme observado pelo aumento dos diametros de
fibras do grupo ADR + Stattic, e aumento das areas das fibras do tipo I, lla e Ilb para

0 grupo Stattic.

4.2.3.5 Analise de componentes principais de parametros morfométricos musculares

Para avaliar o conjunto de altera¢des observadas nos parametros musculares
analisados em relacao aos protocolos de exercicio de resisténcia e sedentario, e a
acao das drogas sobre estes parametros, foi realizado a analise de componentes
principais (PCA; Principal componente analysis).

A técnica de PCA permite a reducdo de dimensdes de um conjunto de
variaveis e permite a interpretagdo dos dados pela disposi¢ao bidimensional de pontos
derivados dos dados originais, mantendo seu valor estatistico e de variabilidade, pela
obtencao de componentes principais capazes de explicar a variancia entre individuos
e variaveis (JOLLIFFE; CADIMA, 2016). Dados complementares da analise de PCA
realizada estédo disponiveis no apéndice 2.

Pela analise de componentes principais € possivel observar o agrupamento

de dados que compartilham correlagcdo com as variaveis de origem em diferentes
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pontos do grafico. Primeiramente, € possivel observar a disposi¢ao de individuos do
protocolo sedentario (circulos) a parte esquerda do grafico, enquanto individuos do
protocolo de exercicio (triangulo) se concentram ao lado direito do grafico. Esta
diferenciagao entre protocolos corresponde a capacidade de alteragdes relacionadas
as capacidades de alteragao da distribuicdo nuclear e da capilarizagao (componente
principal 1; 46,6% de variagdo amostral representada; ver apéndice 2) diferencial
encontradas para o protocolo de exercicio fisico em relagdo aos animais sedentarios
(Figura 32).

Enquanto isto é verdade para maioria dos grupos, é possivel observar que
ambos os grupos ADR (vermelhos), tanto de animais sedentarios quanto animais de
EFR, se concentram proximos um ao outro. Desta maneira, indica-se a agao da ADR
como capaz de reverter os efeitos observados pela pratica de exercicio fisico prévio
na musculatura esquelética, conforme indicam as analises realizadas sobre o musculo

gastrocnémio.
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Figura 32 - Analise de componentes principais dos pardmetros musculares. Diferentes grupos
estdo representados por diferentes cores. Eixo x: componente principal 1, eixo y: componente principal
2. n=6 por grupo.
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Interessantemente, ao observar o grupo ADR + Stattic (laranja) € possivel
diferenciar a regidao de agrupamento em relagao ao protocolo utilizado. Animais do
grupo ADR + Stattic sedentarios (circulos laranjas) se encontram ao ponto mais a
esquerda do grafico, proximos aos grupos ADR, indicando a presenga de variagbes
semelhantes entre estes grupos em relagao aos parametros incluidos. Diferentemente
disto, animais do grupo ADR + Stattic do protocolo de EFR (tridngulos laranjas) se
encontram dispostos na regido a direita do grafico, distantes dos grupos ADR,
indicando que o conjunto exercicio e inativacao da via STAT3 foi capaz de sobrepor
os efeitos observados pela administragdo de ADR.

Por outro lado, o segundo componente principal obtido diz respeito a variagao
encontrada para o tamanho das fibras, correspondendo a 28,6% da variancia
observada, e ndo apresentou grande distingao entre os individuos.

Em conclusdo, podemos afirmar que a pratica de exercicio de resisténcia
conforme estabelecido pelo modelo experimental foi capaz de gerar alteragbes em
componentes histomorfométricos do tecido muscular. Este efeito, porém, foi revertido
pela administracdo de ADR. Contudo, a inibicdo da via STAT3 possibilitou a
manutencao dos efeitos promovidos pelo exercicio no tecido muscular mesmo apds a
administracao de ADR.

Utilizando o modelo experimental de nefrectomia 5/6 em ratos, Souza et al.
(2018) demonstraram que o exercicio de resisténcia promoveu reversao do quadro de
fibrose renal, junto da melhora dos niveis de creatina quinase sérica e de citocinas
inflamatodrias elevadas no quadro de lesao renal. Estas melhoras do quadro de lesao
renal foram acompanhadas de aumento da forga muscular dos animais treinados em
resposta ao exercicio fisico.

De modo semelhante, ratos submetidos a exercicio aerdbico prévio a inducéo
de nefropatia por ADR apresentaram redugao da albuminuria nos periodos de 7, 30 e
60 dias apds a administracao de ADR em relagao a animais sedentarios. Marcadores
inflamatdrios e de lesdo tecidual analisados também foram atenuados pela pratica de
exercicio fisico (FALEIROS et al., 2017).

Da mesma forma, a via de sinalizagao STAT3 tem sido analisada na progressao
da lesdao renal na GESF e outros quadros de lesdo em pacientes e modelos
experimentais (DAl et al., 2013; EDWARDS; MIZUI; KYTTARIS, 2015; LI et al., 2007,
PACE et al., 2019; SHARMA et al., 2015; TAO et al., 2018), além de estar envolvida
em processos de lesdo e funcdo muscular (GUADAGNIN; MAZALA; CHEN, 2018;
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KROLOPP; THORNTON; ABBOTT, 2016; TIERNEY et al., 2014). Além de constituir
um modelo de lesao renal amplamente utilizado, a ADR €& capaz de ocasionar danos
ao tecido muscular (D’LUGOS et al., 2019; HIENSCH et al., 2020; POWERS et al.,
2019).

A relacdo entre o tecido muscular e a fungao renal € um importante fator para
quadros de lesao renal e de lesdo muscular. Assim como a reducido da massa
muscular € um fator importante para morbidade e mortalidade na DRC, o quadro de
Doenca Arterial Periférica (DAP) é agravado na presenca de DRC. Entre outros
fatores, como aumento da predisposicdo para formacado de trombos, o declinio da
funcdo renal ocasiona a retengcédo de solutos e metabdlitos urémicos prejudiciais a
funcdo de células musculares, ocasionando aumento da mortalidade e da taxa de
amputacao de membros de pacientes com DAP (BERRU et al., 2019).

Entendendo que pacientes acometidos com lesao renal apresentam reducao
da massa muscular, que a via de sinalizagao STAT3 esta envolvida nos processos de
lesdo renal e muscular, e que o exercicio fisico de resisténcia promove a melhora do
quadro renal e oferece meios de manutencdo do tecido muscular, os resultados
obtidos neste trabalho indicam que o exercicio fisico de resisténcia prévio e a inibigao
da via de sinalizacdo STAT3 promovem melhora do quadro de leséo renal e estao
relacionados com alteragbes musculares na glomeruloesclerose experimental
induzida por ADR.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A via de sinalizacdo STAT3 pode estar relacionada com piora do quadro de
lesdo renal no modelo experimental e nos casos de GESF, sendo que alternativas
para modulacao desse perfil de ativacdo podem ser benéficos. Explorar o exercicio
fisico como um protetor para doencgas de carater inflamatorio pode trazer beneficios a
saude dos pacientes e oferecer alternativas ao manejo clinico das doengas.

Conforme observado, o modelo experimental de GESF utilizado ocasiona a
reducao do peso corporal, alteragdes do tecido muscular e proteinuria. Apesar de nao
ter sido encontrado efeito sobre a queda do peso corporal causado pela adriamicina,
0 exercicio fisico prévio a lesdo por adriamicina foi capaz de causar alteracdo da
manifestacdo da lesao renal pelo adiamento do pico de albuminuria encontrado no
modelo experimental, além de promover reducdo da deposicao lipidica no musculo
gastrocnémio causada pela adriamicina. Outras alteragbes musculares foram
observadas para a agado da adriamicina sobre o musculo pré-condicionado pelo
exercicio fisico, como redugdes em nucleos centrais, nucleos por fibra e numero de
capilares.

A administracdo de Stattic, inibidor da via de STAT3, em animais que
receberam adriamicina resultou na auséncia de proteinuria detectada no periodo de 7
e 14 dias, enquanto a administracao de Stattic em animais que realizaram o protocolo
de exercicio fisico e receberam adriamicina resultou em menores niveis de
albuminuria/creatininuria, indicando um efeito conjunto da inibicdo de STAT3 e pratica
de exercicio fisico. O conjunto inibigdo da via STAT3 e exercicio fisico prévio foi capaz
de promover protecdo ao tecido muscular, observado pela melhora da resposta a
adriamicina nos parametros nucleares e de capilarizacao das fibras musculares.

Desta forma, foi observado que a pratica de exercicio anterior a indugao do
modelo de glomeruloesclerose experimental em conjunto com a inibicdo da via de
sinalizagdo STAT3 durante a progresséo da leséo atenuou a leséo renal, reduzindo
os niveis de albumina/creatinina urinaria e promoveu protecao da lesdo muscular

observada no modelo experimental.
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APENDICE 1 - RAZAO ALBUMINA/CREATININA URINARIA DOS
DIFERENTES GRUPOS EXPERIMETAIS

A  Exercicio 7 dias B Exercicio 14 dias
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Comparacéo de valores obtidos para razdo albumina/creatinina urinaria entre os diferentes grupos

experimentais. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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APENDICE 2 — CONTRIBUIGOES DE COMPONENTES PRINCIPAIS
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Porcentagem de variancias explicadas

Componentes

(A) Porcentagem da variagao explicada por cada componente principal gerado pela analise de PCA.

Componentes 1 e 2 representam uma varidncia cumulativa de 75,15%.
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Contribui¢cdes das varidveis para o componente principal 1

Contribuicées (%)

Contribuicées (%)

(B) Contribuicbes das variaveis para cada componente principal. A linha tracejada representa o valor

esperado caso cada variavel contribuisse uniformemente para o componente principal.



