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RESUMO

Além das lesbes renais, os pacientes com doenca renal crénica (DRC) também séo
frequentemente acometidos com sarcopenia. Nesse sentido, a via de sinalizagao STAT-3 se
destaca por atuar tanto na progressao da DRC quanto na perda muscular. Em contrapartida,
o exercicio fisico resistido (EFR) age na hipertrofia muscular e melhora do prognéstico geral
dos pacientes. Por isso, este trabalho teve como objetivo compreender o papel do EFR em
uma possivel modulacdo da via STAT-3 e os efeitos nas lesdes associadas ao modelo de
nefropatia induzida pelo cloridrato de doxorrubicina, vendido comercialmente sob o nome de
adriamicina (ADM). Para tanto, camundongos BALB/c foram divididos nos grupos sedentario
e EFR, os quais foram subdivididos nos grupos controle, ADM, ADM+ST e ST. O grupo EFR
realizou 12 semanas de treinos, enquanto que os grupos ST receberam o inibidor stattic. Ao
longo do experimento, os animais foram pesados e sua urina foi coletada e ao final foi
realizada a coleta dos tecidos. Foram quantificados marcadores relacionados a lesao renal
caracteristica do modelo, tais como a proteinuria, perda de peso e fibrose tubulointersticial.
Além disso, foram realizadas analises bioquimicas e o musculo gastrocnémio foi pesado para,
em conjunto ao teste de forga, determinar a sarcopenia. Ademais, foram realizadas analises
moleculares para determinar a expressao de genes ligados ao crescimento e atrofia muscular
e de marcadores de lesdo renal, bem como analises histomorfométricas do tecido muscular e
6sseo. A proteinuria foi quantificada pela relagao albuminuria/creatinindria, sendo observado
que o grupo ADM sedentéario teve aumento desta razdo em todos os pontos analisados
quando comparados aos grupos que nao receberam a droga. Além disso, no sétimo dia apds
a inducgao da lesao o grupo sedentario teve proteinuria significativamente mais alta do que o
EFR. Ademais, foi constatado que os animais sedentarios tiveram maior perda de peso do
que o EFR e que este apresentou aumento da capacidade de suporte de carga, mesmo na
presenca da nefropatia.Também foi verificado que os animais que receberam ADM e
realizaram o EFR apresentaram musculos significativamente mais pesados do que o grupo
ADM sedentario e que a administragdo da droga prejudicou a transicao de fibras musculares
em resposta ao EFR. Verificou-se que o grupo ADM sedentario teve fibrose tubulointersticial
significativamente maior do que o controle, fato que n&o foi observado quando os animais
realizaram o EFR. Por fim, as analises moleculares evidenciaram que a administracao de
ADM na auséncia de exercicio fisico levou ao aumento da expressao de IL-6 renal, bem como
o tratamento com ADM+ST em animais sedentarios causou o aumento da expressdo de
TRIM63 e que ambas as situagdes sao mitigadas pela realizacdo do EFR. Assim, podemos
concluir que o EFR possui papel relevante na manutengcéo da massa muscular, além de ser
capaz de minimizar as lesbes renais causadas pela administragdo da ADM. Também foi
possivel inferir que a sarcopenia do modelo se relaciona com a via de sinalizagédo STAT-3 e
que esta, por sua vez, pode ser modulada pelo EFR. Desta maneira, a via de sinalizagdo
STAT-3 se mostra como um alvo terapéutico em potencial no que se refere ao tratamento da
DRC, bem como o EFR pode ser um excelente aliado na atenuagao da progressao das lesdes
associadas a doenca.

Palavras-chave: exercicio fisico; adriamicina; STAT-3



ABSTRACT

In addition to kidney injuries, patients with chronic kidney disease (CKD) are also frequently
affected by sarcopenia. In this sense, the STAT-3 signaling pathway stands out for acting both
in the progression of CKD and in muscle loss. In contrast, resistance exercise (RE) acts on
muscle hypertrophy and improves the general prognosis of patients. Therefore, this study
aimed to understand the role of EFR in a possible modulation of the STAT-3 pathway and the
effects on lesions associated with the model of nephropathy induced by doxorubicin
hydrochloride, commercially sold under the name Adriamycin (ADM). For this purpose, BALB/c
mice were divided into sedentary and EFR groups, which were subdivided into control, ADM,
ADM+ST and ST groups. The EFR group performed 12 weeks of training, while the ST groups
received the stattic inhibitor. Throughout the experiment, the animals were weighed and their
urine was collected, and at the end, tissue collection was performed. Markers related to the
renal injury characteristic of the model were quantified, such as proteinuria, weight loss and
tubulointerstitial fibrosis. In addition, biochemical analyses were performed and the
gastrocnemius muscle was weighed to determine sarcopenia in conjunction with the strength
test. Furthermore, molecular analyses were performed to determine the expression of genes
linked to muscle growth and atrophy and markers of kidney injury, as well as
histomorphometric analyses of muscle and bone tissue. Proteinuria was quantified by the
albuminuria/creatinine ratio, and it was observed that the sedentary ADM group had an
increase in this ratio at all points analyzed when compared to the groups that did not receive
the drug. Furthermore, on the seventh day after injury induction, the sedentary group had
significantly higher proteinuria than the EFR. Furthermore, it was found that the sedentary
animals had greater weight loss than the EFR and that the latter showed increased load-
bearing capacity, even in the presence of nephropathy. It was also found that animals that
received ADM and performed EFR had significantly heavier muscles than the sedentary ADM
group and that drug administration impaired the transition of muscle fibers in response to EFR.
It was found that the sedentary ADM group had significantly greater tubulointerstitial fibrosis
than the control, a fact that was not observed when the animals performed EFR. Finally,
molecular analyses showed that the administration of ADM in the absence of physical exercise
led to an increase in the expression of renal IL-6, as well as the treatment with ADM+ST in
sedentary animals caused an increase in the expression of TRIM63 and that both situations
are mitigated by performing EFR. Thus, we can conclude that EFR plays a relevant role in
maintaining muscle mass, in addition to being able to minimize kidney damage caused by ADM
administration. It was also possible to infer that the sarcopenia in the model is related to the
STAT-3 signaling pathway and that this, in turn, can be modulated by EFR. Thus, the STAT-3
signaling pathway appears to be a potential therapeutic target for the treatment of CKD, and
EFR may be an excellent ally in attenuating the progression of lesions associated with the
disease.

Keywords: physical exercise; adriamycin; STAT-3
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1. INTRODUGCAO

A doencga renal crénica (DRC) é considerada um grave problema de saude
publica e sua prevaléncia tem aumentado globalmente (FENG et al., 2023), sendo
considerada atualmente uma das principais causas de mortalidade mundial
(KOVESDY, 2022). A prevaléncia global média da doenca é de 13,4% (HILL et al.,
2016), atingindo assim, mais de 850 milhdes de pessoas no mundo (JAGER et al.,
2019). No Brasil, estima-se que 3 a 6 milhdes de pessoas tenham DRC, sendo que
essa doenca tem como agravante o fato de ser desconhecida por muitas pessoas
acometidas (de SOUSA et al., 2023).

A DRC é caracterizada pela perda progressiva e irreversivel da fun¢ao dos rins,
podendo ser causada por diferentes fatores (WEBSTER, et al 2017), sendo que os
pacientes que se encontram em seus estagios finais apresentam quadros graves de
insuficiéncia renal e necessitam de terapias renais substitutivas (TRS). Existem
multiplas modalidades de TRS que podem ser utilizadas no manejo do paciente
gravemente enfermo com insuficiéncia renal (TANDUKAR; PALEVSKY, 2019),
incluindo a hemodidlise (HD), a dialise peritoneal e o transplante renal. A HD é o
primeiro tipo de TRS para a maioria dos pacientes, sendo globalmente a mais
comumente utilizada (ROMAGNANI et al., 2017). Estima-se que cerca de 150 mil
brasileiros estavam em tratamento dialitico crénico em 2021, e destes, 94,2% em
hemodialise (NERBASS et al., 2023).

Diversas complicacbes podem ocorrer em decorréncia a DRC, tais como
anemia, desordens minerais e Osseas, disfungdes cognitivas e problemas
relacionados a diminuigdo da massa muscular como a sarcopenia e a caquexia
(CHENG et al., 2022), levando a diminuicdo da qualidade de vida e aumento da
morbidade e mortalidade dos pacientes com DRC.

Como medida para mitigar a perda de massa muscular caracteristica da DRC,
a realizagcéo de exercicio fisico vem se destacando, por melhorar o quadro geral do
paciente renal crénico, aumentando a absorcéo de proteinas pelo musculo, reduzindo
a inflamacgao, melhorando o desempenho da dialise e a qualidade de vida (WATSON
etal., 2017). Sendo assim, € uma pratica que pode ser implementada de forma segura

junto ao tratamento terapéutico do paciente (ANDERSON et al., 2009).
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Além disso, outro importante mecanismo na progressao da DRC, o qual tem
sido indicado por diversos estudos é a via de sinalizagcdo STAT-3, responsavel por
atuar diretamente na inflamagao e fibrose renal, sendo que a sua inibicdo leva a
melhora do quadro crénico da lesdo renal em diferentes modelos de DRC (BIENAIME
et al., 2016; PANG et al., 2010).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos gerais

Avaliar a interagdo entre a acdo do exercicio fisico resistido (EFR) na
modulagcéo da via de sinalizagdo STAT-3 e sua relagdo com as lesdes renais,
musculares e Osseas associadas ao modelo animal de nefropatia induzido por
adriamicina (ADM).

1.1.2 Obijetivos especificos

e Avaliar o efeito do EFR e da via de sinalizacdo STAT-3 nas lesdes renais
associadas ao modelo de nefropatia induzido por ADM.

e Avaliar o efeito do EFR e da via de sinalizacdo STAT-3 nas lesdes musculares
e na sarcopenia associadas ao modelo de nefropatia induzido por ADM.

e Avaliar o efeito do EFR e da via de sinalizacdo STAT-3 no numero de
sarcOmeros em série do musculo séleo em modelo de nefropatia induzido por
ADM.

1.2 JUSTIFICATIVAS

A grande prevaléncia da DRC acarreta gastos de mais de 2 bilhdes de reais
anuais aos cofres publicos, uma vez que o Sistema Unico de Saude tem um papel
importante no atendimento ao paciente renal cronico e, atualmente, € o responsavel
pelo financiamento de 90% dos tratamentos de TRS no pais (ALCALDE; KIRSZTAJN,

2018). Além disso, os tratamentos disponiveis sdo escassos e possuem eficacia
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limitada, apenas retardando a progressado da doencga, demonstrando-se assim, a
necessidade de tratamentos mais eficientes (LIU, 2011; TANG, 2021).

E de grande importancia também o estabelecimento de protocolos que visem
melhorar a vida do paciente renal cronico, o qual esta sujeito a diversas comorbidades
que impactam diretamente na sua qualidade de vida, levando ao aumento da
morbidade e mortalidade nesta parcela da populagao.

A progressao da DRC se da principalmente devido a persisténcia de estimulos
inflamatodrios, resultando em fibrose e disfungao do tecido renal (LIU, 2011). Muitos
fatores contribuem para o estado inflamatério crénico, incluindo aumento da produgao
de citocinas pro-inflamatorias e o estresse oxidativo (AKCHURIN; KASKEL, 2015).
Dentre as citocinas pro-inflamatodrias, destaca-se a interleucina-6 (IL-6), responsavel
pela ativagédo da via STAT-3, cujo papel nas lesbes renais associadas a DRC tem sido
largamente reportado na literatura.

Estudos recentes tém demonstrado que a via STAT-3 possui importante
atuacao na progressao da DRC, sendo que sua inativagao leva a diminuicéo da leséao
renal e fibrose tubulointersticial (BIENAIME et al., 2016). Sabe-se também que a
ativagdo da via esta envolvida com a progressao da caquexia, levando a perda de
massa muscular (MILLER et al., 2017; SALA; SACCO, 2016) em diferentes modelos
de patologias, incluindo a DRC.

Desta maneira, observamos que a via de sinalizagdo STAT-3 atua no sentido
de promover as lesdes renais e a perda de massa muscular, enquanto que o exercicio
fisico, principalmente aquele que promove o ganho de forga muscular, atua no sentido
oposto, ou seja, promovendo o aumento da massa muscular e melhorando o quadro
clinico do paciente renal crénico. No entanto, ndo ha trabalhos que relacionem estes
dois atores na progressao da DRC e em seus efeitos no tecido renal e muscular.

Sendo assim, estre trabalho visa estudar uma possivel relagéo entre o EFR e
a via de sinalizagao STAT-3 e seus efeitos no tecido renal, muscular e 6sseo de
animais submetidos ao protocolo de nefropatia induzido por ADM, buscando a
compreensao dos mecanismos envolvidas em tal relagdo, bem como as bases

tedricas para desenvolvimento de novos alvos terapéuticos na DRC.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 ESTAGIOS DA DRC

A doenca renal cronica (DRC) é definida como anormalidades da estrutura ou
funcado renal, presentes por mais de trés meses, com implicagcdes para a saude
(KDIGO, 2022). A funcao renal é determinada pela taxa de filtragao glomerular (TFG),
sendo a DRC caracterizada por uma TFG inferior a 60 mL/min por 1,73 m?, bem como
marcadores de dano renal ou ambos, independentemente de causa (WEBSTER et al.,
2017).

Existem diversos fatores de risco relacionados a DRC, os quais podem ser
divididos em fatores iniciadores (que aumentam o risco de desenvolver DRC) e os
fatores perpetuantes, responsaveis por aumentar o risco de progressao da DRC para
os estagios terminais (NOBLE; TAAL, 2019). As causas da DRC variam de acordo
com o pais, entretanto, o diabetes e a hipertensdo sdo as principais patologias que
levam a DRC em todos os paises desenvolvidos € em muitos paises em
desenvolvimento (WEBSTER et al., 2017). No Brasil, estas doengas representaram
quase um terco de todos os casos de DRC, segundo o Censo Brasileiro de Dialise de
2021 (NERBASS et al., 2023).

A DRC é classificada em seis estagios de acordo com a TFG (Tabela 1).
Pacientes com inicio precoce da doenga (estagio 1 e 2), apresentam uma diminui¢ao
normal a leve da TFG, variando de 60 a 90 mL/min por 1,73 m2. Pacientes com estagio
3a e 3b apresentam diminuigdo leve a moderada (45 a 59 e 30 a 44 mL/min por 1,73
m?, respectivamente). Niveis gravemente diminuidos de TFG caracterizam os
estagios 4 e 5, com TFG de 15 a 29 e <15 mL/min por 1,73 m?, respectivamente
(EVANS et al., 2022).

Tabela 1: Estadiamento (seis estagios) com base no nivel de fungao renal, independente do
diagndstico e classificagdo da DRC. Fonte: KDIGO, 2017.

G1 Normal ou alta =90
G2 Levemente diminuida 60-90
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G3a Leve/moderadamente

45-59
Categorias de diminuida
TFG G3b Moderadamente
30-44
(mL/min/1,73m?) diminuida
G4 Muito diminuida 15-29
G5 Faléncia renal <15

2.1.1 O papel da inflamagéo na progresséo da DRC

O papel da inflamacé&o na progressao da DRC tem sido largamente demostrado
na literatura, havendo muitos fatores que contribuem para o estado inflamatdrio
cronico desta patologia, incluindo aumento da producéo de citocinas pré-inflamatorias,
estresse oxidativo e acidose, infecgbes crbnicas e recorrentes, metabolismo alterado
do tecido adiposo e disbiose intestinal (AKCHURIN; KASKEL, 2015).

Dentre as citocinas pré-inflamatérias, destacam-se a IL-6, IL-1 e TNF-q, as
quais tém sido positivamente associadas a gravidade da DRC (RAPA et al., 2019). O
microambiente inflamatoério, mediado pelas citocinas, induz a superexpressao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), lipidios bioativos e moléculas de adesdo. As
citocinas também sao responsaveis pela deposicdo de matriz e fibrose, bem como
pela proliferagdo de células residentes e da atividade pré-coagulante do endotélio no
rim (Figura 1). As citocinas controlam a resposta inflamatéria e medeiam alguns de
seus efeitos a jusante através de proteinas positivas de fase aguda, como proteina C
reativa, fibrinogénio e albumina (MIHAI et al., 2018).

Trabalhos vém demostrando que os aumentos das citocinas circulantes em
pacientes com DRC podem ser explicados pela combinag¢do do aumento da producao
sistémica, diminuicdo da sua degradagao renal e sua produgédo no tecido adiposo
subcutaneo e visceral (ROUBICEK et al., 2009).

O acumulo de toxinas urémicas € outro mecanismo importante na manutengao
da inflamagdo presente na DRC. Stockler-Pinto et al., (2016), por exemplo,
demonstrou, a partir de um estudo in vitro, que o indoxil sulfato, uma importante toxina
urémica ligada a proteina, na concentragao encontrada em pacientes com DRC, induz

estresse oxidativo e promove a secregdo de citocinas inflamatérias em células
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adiposas cultivadas. Enquanto Shimizu et al. (2013) observou que esta mesma toxina
urémica também aumenta a expresséo de molécula de adeséao intercelular 1 (ICAM-
1) em células tubulares proximais humanas através da producédo de ROS e ativacao
de NF-kB e p53.

No que se refere as citocinas pré-inflamatérias, a IL-6 possui papel especial na
progressao da DRC, sendo grande preditor de mortalidade em pacientes com doenca
renal terminal (ROUBICEK et al., 2009). A IL-6 também contribui para o
desenvolvimento da aterosclerose por ativar mecanismos metabdlicos, endoteliais e
pré-coagulantes, além de estar associada a depressao e a supressao da secre¢ao do
paratorménio (PTH) (RAPA et al., 2019).

Estimulo lesivo
(albumina, toxinas urémicas, disbiose,
hipoxia, altos niveis de glicose)

Células &
epiteliais @ ?‘-.@
tubulares ] @
Matriz
Apoptose extracelular

Estresse

oxidativo «+«——— / Citocinas, fatores

quimiotaticos, fatores
pro-coagulantes

45— | Fibrose

Células .
endoteliais A o

T f )
: ‘ Infiltracdo de

} células
inflamatcrias

Miofibroblastos
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Figura 1: Principais eventos na fibrogénese e inflamagao intersticial renal. O estimulo lesivo nas
células tubulares, levam a sua apoptose e producgao de citocinas pré-inflamatérias, bem como fatores pro-
coagulantes e quimiotaticos. Ocorre entéo, a infiltragao peritubular de células inflamatérias, particularmente
células T e macréfagos, o qual € um evento precoce que configura um estagio fibrogénico. Além disso,
ocorre a ativagao e expansao de miofibroblastos, seguido da producédo de matriz extracelular gerada a
partir da ativacao local de fibroblastos intersticiais. As citocinas também atuam aumentando a sintese de

espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo.



24

2.1.2 O papel da proteinuria na progressao da DRC

A maioria das doencas que conduzem a insuficiéncia renal em estagio final
estdo associadas a proteinuria (REISER; GUPTA; KISTLER, 2010). A proteinuria
acelera a progresséo da DRC através de varias vias, incluindo a indugao da expressao
de quimiocinas tubulares e a ativagcdo do sistema complemento, acarretando na
infiltracdo de células inflamatérias como macrofagos e em fibrose (ABBATE; ZOJA;
REMUZZI, 2006).

A perda de proteinas na urina contribui para a patologia da DRC ao induzir
alteracdes adversas na fungao glomerular como a hipertrofia glomerular e dano direto
as células tubulares, além de promover a inflamacgéo cronica (STENVINKEL et al.,
2021). A proteinuria, desta maneira, além de atuar como marcador de dano renal,
também tem um efeito toxico direto aos rins, levando a perda progressiva da sua
funcdo e sendo preditor de risco de progressdo da lesdo renal (LAMBERS
HEERSPINK; GANSEVOORT, 2015).

As proteinas filtradas para o tubulo podem formar aglomerados que o obstrui
fisicamente, como demostrado pelo trabalho de Bertani et al., (1986), o qual
evidenciou que a entrada maci¢ca de proteinas circulantes no tubulo conduz a
formagdo de aglomerados proteicos no lumen dos tubulos distais que aumentam
progressivamente de tamanho, causando obstrugcdo seguida de rompimento da
membrana tubular. Os tubulos proximais obstruidos por aglomerados proteicos sofrem
necrose seguida de atrofia, ocorrendo, posteriormente, o encolhimento e colapso do
glomérulo ligado aquele tubulo (TANNER et al., 1989). Além da lesdao devido a
obstrucdo fisica que os aglomerados proteicos causam, a proteinuria tem papel
fundamental na lesao tubular por reacado inflamatdria acompanhada de fibrose
intersticial (MEYER, 2003).

Estudos tem mostrado que a captacdo de altas concentragdes de albumina
exerce efeitos citotoxicos nas células tubulares proximais e distais, ativando uma
ampla gama de vias de sinalizagao intracelular que induzem a liberagao de fatores
pré-inflamatérios, vasoativos e fibréticos, os quais causam danos intersticiais,
disfungao tubulointersticial e fibrose (LAMBERS HEERSPINK; GANSEVOORT,
2015), acarretando na leséo irreversivel e no carater crénico da DRC. Estes processos
se dao por meio da regulacdo positiva de genes relacionados com a sintese de

quimiocinas e citocinas, como o NF-Kb e o fator de transcricdo STAT (signal
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transducer and activator of transcription) (LAMBERS HEERSPINK; GANSEVOORT,
2015).

A fibrose consequente a albumindria advém da ativacédo e sintese de sinais
quimiotaticos pelas células do tubulo proximal, os quais atraem linfécitos e macréfagos
para o intersticio (MEZZANO et al., 2000). O recrutamento de macrofagos pelas
células tubulares contribui para o surgimento de fibrose, uma vez que, como apontado
no trabalho de Abbate et al., (2002), o aumento da infiltragdo de macréfagos € seguido
de um aumento da expressao de TGF-B, o qual induz a proliferagao celular, migracao,
ativacao e transcricdo de moléculas pro-fibroticas, incluindo colageno, fibronectina e
inibidor do ativador do plasminogénio-1, promovendo a proliferagao dos fibroblastos e
células mesangiais no tecido renal (MENG; NIKOLIC-PATERSON; LAN, 2016) (Figura
2).
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Figura 2: Ativacao de vias inflamatorias e fibrogénicas nas células epiteliais tubulares proximais
em decorréncia da proteinuria. A perda da barreira de filtracdo glomerular acarreta em um grande
aporte de albumina no lumen do tubulo renal. A absorgao da albumina pelas células epiteliais tubulares
ativa vias de sinalizagao celular que levam ao aumento da transcricdo de genes que codificam para
fatores quimiotaticos, células inflamatérias (principalmente macréfagos). Os macréfagos contribuem
para a fibrose pela liberagao de TGF-f3, o que estimula a formagao de miofibroblastos e deposigcéo de
colageno e transformagao mesenquimal epitelial.
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Além da acao direta TGF-B sobre o fibroblasto, este fator de transcricdo
também pode induzir a apoptose dos poddcitos, como demostrado por Das et al.,
(2014), o qual observou, a partir de um estudo in vitro, que o tratamento de poddcitos
com TGF-3 leva a producdo de ROS, causando estresse oxidativo e morte destas
células. Outros estudos também evidenciaram que o TGF- € um potente indutor da
transicdo de células epiteliais, células endoteliais e fibroblastos renais intrinsecos em
miofibroblastos que expressam a-actina do musculo liso (MENG; NIKOLIC-
PATERSON; LAN, 2016).

Outro mecanismo que pode levar a lesao tubular inflamatéria é a ativacao do
sistema complemento, o qual pode ocorrer quando proteinas circulantes como a C3,
séo filtradas para o tubulo (ABBATE; ZOJA; REMUZZI, 2006).

Dentre as vias de sinalizacdo ativadas pela proteinuria, destaca-se a STAT,
como demonstrado por Nakajima et al., (2002), o qual, apds tratamento de culturas de
células tubulares com albumina, evidenciou que a presencga desta proteina, assim
como algumas citocinas, induz a ativacdo de proteinas STAT, mediante a via de

sinalizagao da Jak-2 pelas células do tubulo proximal.

2.2 A PERDA DE MASSA MUSCULAR NA DRC

Dentre os muitos fatores de risco que afetam o prognéstico dos pacientes com
DRC, especialmente aqueles em estagio terminal e em didlise, um estado
caracterizado por disturbios metabdlicos e nutricionais, que levam a perda dos
estoques de proteina e energia, conhecido como desnutricdo proteico energética
(DPC), o qual desempenha um papel importante, atuando como grande preditor de
morbimortalidade (ALP IKIZLER et al., 2013).

Varios fatores metabdlicos e clinicos podem afetar negativamente o estado
nutricional e a massa muscular, contribuindo com o desenvolvimento da DPC. Dentre
eles, destacam-se a restricao de nutrientes, acidose metabdlica, resisténcia a insulina,
inflamac&o crdnica, disbiose intestinal, infec¢ao e estresse oxidativo, além de fatores
relacionados com o tratamento da DRC como o procedimento de hemodialise
(SABATINO et al., 2017).
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A DPC afeta grande parcela da populacédo em dialise. Gracia-lguacel et al.,
(2019), por exemplo, avaliou a prevaléncia desse disturbio em pacientes dialiticos, a
partir de dois critérios diferentes, observando que esta atinge entre 41% e 63% dos
pacientes em HD. Em outro estudo, Carrero et al., (2008), analisou pacientes
incidentes e prevalentes no tratamento de hemodialise, constatando que a atrofia
muscular, um dos principais marcadores de DPC, atinge um terco de ambos os
grupos.

Além da DPC, outras sindromes muito prevalentes na DRC s&o a sarcopenia e
caquexia. A caquexia € uma sindrome multifatorial definida por significativa perda de
peso corporal, reducdo de gordura e massa muscular e aumento do catabolismo
proteico, a qual é altamente prevalente na DRC, estando associada ao declinio da
funcdo renal e, portanto, proeminente durante os ultimos estagios da doenca
(O'SULLIVAN; SMITH; WATSON, 2018). Por outro lado, a sarcopenia, € uma
sindrome comumente relacionada a idade, sendo caracterizada pelo declinio
progressivo da massa muscular, associando-se a fragilidade e incapacidade motora
(MORLEY et al., 2011). A sarcopenia, como apontada por Fahal, (2014), € um
poderoso preditor de morbimortalidade em pacientes em didlise, apresentando
prevaléncia global de 24,5% na populacdo em tratamento de HD, segundo Duarte et
al., (2024).

Diversos mecanismos podem levar a diminuigdo da massa muscular
caracteristica da caquexia e sarcopenia, sendo que a perda de reservas de proteina
muscular pode resultar de trés respostas: 1) o crescimento prejudicado de novas fibras
musculares; (2) a supressao da sintese proteica e (3) a estimulagdo da degradagao
proteica (WANG; MITCH, 2014).

2.2.1 Mecanismos de perda de massa muscular

Diversos mecanismos moleculares relacionados a atrofia muscular induzida
pela DRC ja foram propostos, sendo que muitas das vias estudadas levam ao aumento
da expressao de atrogenes, como a atrogina-1 (MAFbx) e o fator 1 do anel muscular
(MuRF-1), bem como genes relacionados a autofagia (WATANABE et al, 2019).

A principal via de sinalizagdo que leva a atrofia muscular é ativada pela

miostatina, uma proteina altamente conservada pertencente a superfamilia do fator
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de crescimento transformador B (TGF- ) e que age como regulador paracrino do
crescimento muscular, sendo produzida principalmente no musculo esquelético
(CHEN et al., 2021; WANG et al., 2023). A ligagao da miostatina ao receptor de ativina
A (ActRIIA) na superficie da célula muscular promove a fosforilagdo das proteinas
Smad 2 e 3 e a formagao de um complexo entre estas e a Smad 4. Tal complexo se
transloca para o nucleo celular, onde regula a transcricdo de genes envolvidos na
proliferacao e diferenciagao de células precursoras do musculo esquelético e nas vias
de degradagao de proteinas (WHITE; LEBRASSEUR, 2014) (Figura 3).

Dentre os genes que sao ativados pelo complexo formado pelas Smads esta o
MuRF-1 e a MAFbx. O MuRF-1 age como uma ligase de ubiquitina E3, estimulando a
quebra de proteinas através do sistema ubiquitina proteossoma (UPS) (BATAILLE et
al., 2021), o principal sistema de hidrélise intracelular de proteinas e responsavel pela
degradagdo de proteinas mal dobradas ou danificadas no musculo esquelético
(HABERECHT-MULLER et al, 2021). Ja os alvos de MAFbx sdo principalmente
proteinas envolvidas na sintese e regeneragao muscular como o MyoD e a miogenina
(ROM; REZNICK, 2016).
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Figura 3: Vias de sinalizagdo envolvidas no crescimento e atrofia muscular. A ligagdo da miostatina
ao receptor ActRIIA, leva a fosforilagdo da Smad 2 e 3 e formagao do complexo com a Smad 4, o qual
se transloca para nucleo e promove a transcricdo dos genes que codificam MAFBx e MuRF1,
acarretando na ativagado do UPS e degradacgao proteica. Em contrapartida, a ligacdo do IGF-1, leva a
ativacdo do PI3K, que fosforila os fosfolipidios da membrana, gerando PIP3, o qual, por sua vez, ativa
a PDK1 e Akt. A Akt inibe FoxO e ativa a via mTOR, levando ao aumento da sintese proteica.
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A atrofia muscular em pacientes com DRC esta relacionada, principalmente, a
protedlise muscular acelerada pelo UPS ativado (WANG et al., 2023). Para a
degradacao pelo UPS, as proteinas precisam ser marcadas pos-tradugcdo com o
pequeno modificador ubiquitina (HABERECHT-MULLER; KRUGER; FIELITZ, 2021).
Esta modificagdo ocorre através de uma cascata enzimatica de trés etapas, composta
pela enzima ativadora da ubiquitina (E1), enzima conjugadora da ubiquitina (E2) e a
ubiquitina ligase (E3) (XIONG; YU; ZHANG, 2022). A enzima E1 ativa a ubiquitina de
maneira dependente de ATP formando um tioéster e a transfere para a E2 que, por
sua vez, interage com a E3, a qual a liga covalentemente a uma proteina substrato
por meio de uma ligacéo isopeptidica (HABERECHT-MULLER; KRUGER; FIELITZ,
2021).

Além da indugcdo da degradacgao proteica e atrofia muscular, a ligagdo da
miostatina ao receptor ActRIIA também leva a diminuigcdo da sintese de proteinas
musculares através da inibicdo da miogénese durante o desenvolvimento e pela
regulagdo negativa da ativagdo e renovagao de células satélites (VERZOLA et al.,
2019).

Para serem ativadas € essencial que as células satélites quiescentes entrem
novamente na fase S do ciclo celular. A miostatina regula a ativagdo destas, ao
controlar a transigao de fase G1 para S, além de inibir os niveis de MyoD e miogenina,
que sao proteinas envolvidas na proliferacdo destas células (MCCROSKERY et al.,
2003).

Em contraste com a agcdo da miostatina, o IGF-I estimula o crescimento e o
desenvolvimento do musculo estriado esquelético (SCHIAFFINO; MAMMUCARI,
2011; WILLIAMS et al., 2011). A ligacédo do IGF-I ao seu receptor leva a ativagao da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) que fosforila os fosfolipidios da membrana, gerando
fosfoinositideo-3,4,5 trifosfato (PIP3). A PIP3, por sua vez, ativa duas quinases, a
PDK1 e Akt. A Akt inibe a degradacao proteica por reprimir os fatores de transcrigao
da familia FoxO, além de estimula a sintese proteica ao ativar a via mTOR. Ademais,
a FoxO regula positivamente a transcricio de MuRF1 e a ativagdo do UPS
(SCHIAFFINO; MAMMUCARI, 2011).

Diversos trabalhos vém apontando a relagao entre a perda de massa muscular
na DRC e niveis aumentados de miostatina. Bataille et al. (2022) por exemplo,

analisou as concentracbes de miostatina sérica de 232 pacientes com DRC,
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correlacionando-as com a taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe). Os autores
observaram que, embora n&o haja aumento da expressdo génica da miostatina, sua
concentracao estava aumentada, sendo correlacionada inversamente com a TFGe,
demostrando que a diminui¢ao da TFG acarreta seu acumulo no sangue.

Além disso, tem sido demonstrado que o estresse oxidativo e as citocinas
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1),
ativam as vias principais que regulam a expressao de MuRF-1 e MAFbx (AGRAWAL
et al., 2023).

2.3 AESTRUTURA DO MUSCULO ESTRIADO ESQUELETICO E MECANISMOS
DE HIPERTROFIA MUSCULAR

O tecido muscular estriado esquelético € composto por células com
propriedades de excitabilidade e contratilidade chamadas fibras musculares, devido
ao seu formato alongado. As fibras musculares podem ser classificadas em oxidativas
lentas (tipo 1), oxidativas rapidas (tipo lla) e glicoliticas rapidas (tipo IIb) (YIN et al.,
2021).

Cada fibra muscular é circundada por uma membrana celular conhecida como
sarcolema. Tais fibras formam conjuntos dispostos em feixes, os quais sdo rodeados
por outra camada de tecido, o perimisio. Associado ao sarcolema existe um complexo
de diversas proteinas, o qual esta fisicamente ligado a estrutura interna das
miofibrilas, particularmente a proteina actina presente no filamento fino. Diversos
feixes musculares forma um musculo, o qual é envolto por tecido conjuntivo chamado
epimisio (Frontera & Ochala, 2015).

As fibras musculares individuais sdo compostas por estruturas de geracao de
forga e suporte de carga, chamados sarcémeros (Figura 4). Cada sarcémero pode
ser dividido em diferentes zonas, sendo estas: a banda I, onde apenas filamentos de
actina estao presentes, a banda A, que contém filamentos sobrepostos de actina e
miosina, o disco Z que margeia o sarcdmero, ancorando as extremidades dos
filamentos de actina, e a banda M no centro, onde apenas os filamentos de miosina
estdo presentes e reticulados (WANG et al., 2021).

O musculo estriado esquelético € um tecido que possui grande capacidade

plastica, podendo se adaptar rapidamente as condi¢bes fisioldgicas por meio da
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manutencéo da estrutura dos sarcémeros (ZOLLNER et al., 2012). No crescimento
muscular fisioldgico, o aumento da massa muscular pode ocorrer por um aumento na
quantidade, didametro ou comprimento das fibras musculares. Porém, a multiplicacéo
destas € limitada ao periodo pré-natal e imediatamente pds-natal, sendo que, a partir
disso, o crescimento muscular ocorre por hipertrofia, ou seja, por meio da adicéo de
miofibrilas, levando ao aumento da massa muscular ou didametro do musculo, e por
meio da adicdo de sarcOmeros em série (levando ao aumento do comprimento do
musculo) (PEARSON, 1990; RILEY; VAN DYKE, 2012).
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Figura 4: Estrutura do sarcomeros. Cada célula muscular individual é formada por inUmeras
miofibrilas, as quais sdo formadas pelas unidades basicas de contragdo muscular chamadas
sarcOmeros. Cada sarcébmero é formado pela banda |, onde apenas filamentos de actina estédo
presentes, a banda A, que contém filamentos sobrepostos de actina e miosina, o disco Z que margeia
o sarcomero, ancorando as extremidades dos filamentos de actina, e a banda M no centro, onde apenas
os filamentos de miosina estdo presentes e reticulados

Dessa forma, o musculo esquelético pode sofrer adaptacbes aos diferentes
estimulos mecanicos. Em exposicdo a altas cargas, ha adicao de sarcbmeros em
paralelo, aumentando a forca muscular e a area de secgéao transversa. Ja a resposta
ao estiramento excessivo crbnico ou ao exercicio excéntrico, € a adicdo de

sarcdOmeros em série, visando o aumento do comprimento muscular (KRUSE et al.,
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2021). Em contrapartida, em resposta ao desuso, ocorre a redu¢cdo do numero de
sarcOmeros em série e o encurtamento muscular.

Portanto, a manutengdo de sarcémeros, tanto em série quanto em paralelo,
esta diretamente relacionada com a capacidade de geracado de forca em fibras
musculares (KRUSE et al., 2021; WISDOM; DELP; KUHL, 2015).

Conforme evidenciado na literatura, a adicdo de novos sarcOmeros, processo
denominado sarcomerogénese, ocorre quando o musculo esquelético é estirado além
do seu limite fisioldgico, visando manter o comprimento do sarcémero consistente em
seu regime 6timo de comprimento e forga dentro da fibra muscular e evitando que
ocorra a instabilidade do sarcébmero (BUTTERFIELD; LEONARD; HERZOG, 2005;
WISDOM; DELP; KUHL, 2015), sendo que o tipo de contragdo muscular exercida é
outro fator determinante neste processo.

O exercicio fisico resistido (EFR), por exemplo, leva ao ganho de massa
muscular, forca e a hipertrofia, sendo esta ultima caracterizada tanto pelo aumento da
seccdo de area transversa das fibras musculares, quanto pelo aumento de
sarcOmeros em série, devido a uma maior absorcao e incremento de proteinas pelo
musculo (SECCHI et al., 2008). Tem sido relacionado a este aumento de forga,
principalmente, o ganho de sarcémeros em série, em comparagdo ao aumento do
didmetro muscular (SECCHI et al., 2008)

No entanto, no estado inflamatério decorrente de doencas mediadas por
citocinas pro-inflamatérias, como na DRC, ha a ocorréncia de sarcopenia e diminuicao
da forga muscular (TEIXEIRA; FILIPPIN; XAVIER, 2012). O TNF-a, por exemplo, é
uma citocina que age como potente estimulador da MuRF1, podendo levar a

diminuicdo de sarcomeros e a perda de massa muscular (MARTINS et al., 2020).

2.4 A VIA DE SINALIZAGAO STAT-3

A STAT-3 é um fator de transcricdo envolvido, dentre outras funcdes, na
diferenciagao, migragao e proliferagdo celular, sendo que sua ativagao ocorre em
resposta a varios fatores de crescimento e citocinas (RAWLINGS; ROSLER;
HARRISON, 2004). A IL-6 € um importante regulador a montante do STAT-3, e sua



ligac&o ao receptor leva a formagao de um heterohexamero composto por IL-6, IL-6R
e gp130 (YU et al., 2023).

O complexo receptor mediador das atividades biolégicas da IL-6 (Figura 5)
consiste na glicoproteina transmembrana do tipo | de ligagdo a IL-6, denominada IL-

6R e na proteina transdutora de sinal transmembrana gp130 (SCHELLER et al., 2011).
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Figura 5: Complexo receptor de IL-6. A: O IL-6R é formado pela glicoproteina transmembrana IL-6R
e pela proteina transdutora de sinal transmembrana gp130. B: O complexo IL-6/IL-6R se associa com
a proteina gp130, iniciando a sinalizagdo intracelular. Tanto a IL-6, quanto o IL-6R ndo possuem
afinidade mensuravel com a gp130. Sendo assim, somente o complexo se liga a gp130.

A proteina gp130 estd associada de forma nao covalente a uma tirosina
quinase da familia das Janus quinases (JAKs). Ao se ligar ao receptor, a IL-6 induz a
dimerizagdo das gp130, o que permite a fosforilagdo e ativagdo das quinases
associadas, as quais fosforilam residuos de tirosina que servirdo como locais de
ancoragem e recrutamento de mondémeros de STAT-3 citoplasmaticos (BHARADWAJ
et al., 2020) como a tirosina 705, localizada proximo ao carbono terminal da STAT-3.
A STAT-3 fosforilada forma dimeros que se translocam para o nucleo, onde regulam
a transcricdo de genes especificos (PANG et al., 2010; RAWLINGS; ROSLER;
HARRISON, 2004) (Figura 6).
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Varios mecanismos de regulacdo negativa das vias JAK/STAT ja foram
identificados, tais como as fosfotirosinas fosfatases, as proteinas inibidoras da STAT

ativada e os supressores da sinalizacao de citocinas (SOCS) (SHUAI; LIU, 2003).
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Figura 6: Modelo de sinalizagido da via STAT-3. O fator de transcri¢cdo é ativado em resposta a muitas
citocinas e fatores de crescimento, como a IL-6, que se ligam aos receptores na membrana plasmatica.
Apbs a ligacdo, as moléculas de STAT-3 sdo recrutadas para a membrana plasmatica, onde serao
ativadas via fosforilagdo de um residuo de tirosina. A ativagdo da STAT-3 induz a dimerizagao através
da interagao reciproca de fosfotirosina-SH2 entre duas moléculas de STAT-3. Os dimeros de STAT-3
entdo, se deslocam para o nucleo onde se ligam a sequéncias consenso no promotor de genes alvo,
ativando sua transcrigao.

As proteinas SOCS formam uma familia de oito membros (SHUAI; LIU, 2003)
que apresentam um dominio SH2 flanquedo por um dominio amino terminal variavel
e uma sequéncia de 40 aminoacidos em uma regido C-terminal denominada SOCS
box (KILE et al., 2002). Estas proteinas tornam-se rapidamente induzidas apos a
ativacdo do STAT por citocinas ou fatores de crescimento e atuam através de um ciclo
de feedback negativo para inibir a ativagdo do STAT. A SOCS-1 regula negativamente
a sinalizagao STAT-3 através da ligagado direta as JAK quinases, bloqueando a

atividade enzimatica, além de promover a ubiquitinagdo e subsequente degradacgéao
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do JAK2 ativado, enquanto a SOCS-3 bloqueia a atividade da JAK quinase ligando-

se diretamente aos dominios citoplasmaticos dos receptores (BROSIUS; HE, 2015).

A via de sinalizagdo STAT-3 esta envolvida em uma série de patologias,
incluindo doencgas caracterizadas por inflamacdo crénica, fibrose e cancer
(BHARADWAJ et al., 2020).

No que se refere a DRC, a STAT-3 possui relevante papel na sua progressao,
através da modulacéo da fibrose pelo aumento da expressao a-SMA e fibronectina
nas células tubulares e intersticiais (KURATSUNE et al., 2007; PANG et al., 2010),
bem como na comunicacgao entre estas células, sendo que sua inativacdo reduz a
expressao de genes que promovem a acumulacdo de matriz extracelular e a leséo
tubulointersticial (BIENAIME et al., 2016). A STAT-3 também atua na diminui¢do da
massa muscular, desempenhando um papel critico na perda muscular induzida pela
IL-6 (GUADAGNIN; MAZALA; CHEN, 2018).

2.4.1 O papel do STAT-3 no tecido muscular

Especificamente no contexto da perda muscular, diversos trabalhos vém
apontando a via de sinalizagdo STAT-3 como um importante fator na progressao da
caquexia. Miller et al., (2017), por exemplo, demostrou que a inibigao da ativagao da
STAT-3 a partir do bloqueio da IL-6, levou a diminuigdo da perda de massa muscular
e protegao contra a caquexia em modelo de cancer. Sala & Sacco (2016) citam que a
ativagdo da STAT-3 esta diretamente ligada a perda de massa muscular em varios
modelos animais, incluindo modelos de DRC. Zhang et al., (2013) observou aumentos
significativos nas expressoes das citocinas inflamatérias IL-6 e TNFa em musculos de
pacientes com caquexia relacionada a DRC. Os autores também demostraram que a
STAT-3 leva ao aumento da degradacao proteica pela ativagdo da miostatina e que
sua inibicdo diminui a perda de massa muscular em modelo animal de nefropatia
diabética.

Outro mecanismo pelo qual a ativacdo da STAT-3 causa diminuicdo da massa
muscular envolve as células tronco satélites (uma subpopulacdo de células
progenitores musculares capazes de auto renovagao). A inibicdo da STAT-3 estimula

as divisdes de células tronco satélites nas fibras musculares (PRICE et al., 2014),
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promovendo sua expansao e melhorando o reparo tecidual nos musculos distroficos
(TIERNEY et al., 2014).

Embora a via STAT-3, induzida por IL-6, tenha papel essencial na inflamagao
persistente observada na DRC e na perda de massa muscular decorrente desta,
estudos mostram que a IL-6 também é secretada pelo musculo estriado esquelético
como uma miocina, atuando na comunicagao entre o musculo e outros tecidos, tais
como o tecido adiposo e o figado (DAOU, 2020) (Figura 7). A IL-6 derivada dos
musculos e induzida pela pratica de exercicio acarreta maior disponibilidade de
glicose, aumentando sua captacdo e oxidagao pelas células musculares, tendo um
efeito protetor (PEDERSEN, 2013).
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Figura 7: Secregao de IL-6 como miocina em resposta ao exercicio fisico. O exercicio fisico induz
a liberacao de IL-6 pelas células musculares, a qual atua na comunicagao entre o tecido muscular e
outros érgaos. No figado, a IL-6 promove a producdo de glicose, enquanto que no tecido adiposo a
miocina atua aumentando a lipdlise, afim de liberar energia durante a atividade fisica.
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2.5 O PAPEL DO EXERCICIO FiSICO NA DRC

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) define atividade fisica como sendo
qualguer movimento corporal produzido pelos musculos esqueléticos que requeiram
gasto de energia, enquanto que o exercicio fisio (EF) é uma subcategoria da atividade
fisica, sendo planejada, estruturada, repetitiva e tem como objetivo melhorar ou
manter um ou mais componentes do condicionamento fisico (OMS, 2020).

Como alternativa para melhora do quadro clinico dos pacientes portadores de
DRC, pode-se apontar o exercicio fisico como tendo papel importante (WATSON et
al., 2017). Diversos trabalhos tém mostrado que o EF intradialitico pode atuar no
aumento da eficacia do tratamento de hemodialise. Dungey et al., (2017), por
exemplo, observou que o EF aerdbico intradialitico regular esta associado a um efeito
anti-inflamatério a nivel celular circulante, podendo proteger contra o aumento do risco
de doencas cardiovasculares e mortalidade associadas a inflamagao crbnica e
numero elevado de mondcitos. O trabalho de Storer et al., (2005) mostrou que o EF
aerobico aumenta o pico de consumo de oxigénio, poténcia muscular e forgca do
quadriceps em pacientes em hemodialise apds um protocolo de 10 semanas de
ciclismo intradialitico.

Roshanravan et al., (2017), em um trabalho de revisdo da literatura sobre
pacientes com DRC submetidos a EF, citam evidéncias de melhora substancial no
tamanho e na poténcia dos musculos das pernas, o que correspondeu as alteracoes
morfolégicas na densidade capilar muscular, além de melhorias no metabolismo
oxidativo, biogénese mitocondrial muscular e diminuicdo da inflamagéo sistémica.
Entretanto, como apontado por Castro et al., (2019), apesar dos beneficios, a
aplicagao efetiva de programas de EF aerdbico intradialitico na rotina clinica dos
pacientes em DRC ainda enfrenta algumas dificuldades, tais como o elevado custo de
compra e manutencdo dos equipamentos, aliado a necessidade de adequagao do
espaco fisico, o qual, muitas vezes, ¢é limitado.

Entre os diferentes tipos de exercicio, o exercicio fisico resistido (EFR) tem se
demonstrado uma boa alternativa para pacientes com DRC, apresentando alta adesao
aos programas de treinamento (WATSON et al., 2015), além de ser uma modalidade
de exercicio fisico que requer pouca infraestrutura, materiais e espaco, podendo ser
realizada no proprio ambulatério de hemodialise. Resultados publicados por Watson
et al., (2017), apontam que pacientes com DRC submetidos a treinos de EFR,
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apresentaram diminuigdo significativa da expressao de citocinas pré-inflamatorias
como a IL-6, MCP-1 e TNF-a. Enquanto isso, Torres et al., (2020) divulgou que apos
trés meses de EFR intradialitico, pacientes com DRC apresentaram uma melhora
significativa em suas habilidades funcionais demonstradas através dos resultados de
teste de esteira, bem como o teste de sentar e levantar, além do aumento significativo
da massa muscular, forca muscular do quadriceps e melhora do perfil lipidico.
Embora necessitem de maior elucidagao, estudos com modelos animais de
DRC demostraram beneficios consideraveis na pratica do EFR. Souza et al., (2018),
mostrou relevantes resultados, os quais indicaram que esse tipo de exercicio atenua
a inflamagdo e a progresséo da fibrose renal em ratos com DRC induzida por
nefrectomia. Adicionalmente, o trabalho de Wang et al., (2014) também demonstrou
que camundongos com DRC induzida por nefrectomia e submetidos a um modelo
EFR apresentaram aumento de massa muscular e reducédo da protedlise muscular,
bem como alteragdes de sinais intracelulares que regulam a fungéo das proteinas e

células satélites musculares.

2.6 ALTERACOES OSSEAS NA DRC

Além dos disturbios renais e musculares, € sabido que disturbios em
parametros bioquimicos sao altamente prevalentes na DRC, sendo responsaveis por
aumentar a morbimortalidade dos pacientes. Dentre as alteracbes comumente
observadas, destacam-se o disturbio mineral 6sseo (DMO), osteoporose e fraturas por
fragilidade (HSU; CHEN; CHEN, 2020).

Por definicdo, o DMO-DRC descreve a sindrome de anormalidades
bioquimicas, 6sseas e de calcificagao extraesquelética que ocorrem em pacientes
com DRC, manifestada por anormalidades no metabolismo do calcio, fésforo, PTH ou
vitamina D; anormalidades de renovagao 6ssea, mineralizagao, volume, crescimento
linear ou forga, bem como calcificagéo vascular ou de outros tecidos moles (MOE et
al., 2006).

A hiperfosfatemia, principalmente devido ao aumento do risco de calcificagao
vascular, € uma alteracdo associada a resultados adversos e risco de mortalidade,
muito comum em pacientes com DRC (RAHBAR SAADAT et al., 2020). Em individuos

com funcionamento renal normal, o fosfato sérico € mantido em uma estreita faixa de
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concentracdo. Na DRC, no entanto, a manutencdo do balangco do fosforo é
desregulada, causando desequilibrio do fosfato sérico. Block et al., (2004) demonstrou
que o risco de morte em pacientes hemodialiticos associado a hiperfosfatemia
independe da idade, sexo, raga ou etnia, sendo que concentragdes séricas de fésforo
elevadas logo acima da faixa de 3,0 a 5,0 mg/dL ja estdo associadas a aumentos
significativos da mortalidade

O acumulo de fosfato resultante da diminuicdo da TFG, ativa mecanismos de
compensacao, incluindo o aumento da secrecédo do horménio da paratiredide (PTH)
(BARRETO et al., 2019). A elevacéao dos niveis sanguineos do PTH leva a diminuigao
da reabsorcao tubular de fosfato pelos rins e fosfaturia nos néfrons remanescentes.
Entretanto, quando a TFG se torna menor que 25mL/min a elevagéo nos niveis de
PTH ndo é mais capaz de aumentar a fosfaturia, causando o quadro de
hiperfosfatemia (EKNOYAN; LEVIN; LEVIN, 2003).

Além da hiperfosfatemia, a hipocalcemia também é comum em pacientes com
DRC e contribui para o aumento da secrecéo de PTH e remodelacédo éssea anormal.

A concentracao sérica total de calcio diminui apds retencao de fosfato, devido
ao aumento da expresséo do fator de crescimento fibroblastico 23 (FGF-23) que leva
a diminuigdo da concentracédo de 1,25(0OH)2D (calcitriol), bem como pela resisténcia
as acgdes calcémicas do PTH no osso durante o processo de DRC (HSU; CHEN;
CHEN, 2020).

Outro problema relacionado a DRC que leva ao DMO é o acumulo de toxinas
urémicas, as quais criam um ambiente de estresse oxidativo excessivo, além de
inibirem a atividade dos osteoblastos e osteoclastos, diminuindo assim, a
remodelagdo 6ssea (IWASAKI; KAZAMA; FUKAGAWA, 2017) (Figura 8).
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Figura 8: Fisiopatologia do disturbio mineral 6sseo relacionado a doenga renal croénica. A
diminuicdo da TFG leva a diminuicdo da excrecédo de fosfato, causando seu acumulo no sangue e
consequente liberacdo de PTH. A diminuicdo da TFG também acarreta no acimulo de toxinas urémica e
producdo de espécies reativas de oxigénio, bem como no aumento da sintese de FGF-23 e diminuigao
de calcitriol, o que diminui a reabsorgao de calcio no intestino. O resultado dessas alterages séo a perda
da qualidade e da massa 6ssea, induzindo, assim a fragilidade 6ssea e fraturas.
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2.7 O MODELO DE NEFROPATIA INDUZIDO POR ADRIAMICINA

A adriamicina (ADM) (doxorrubicina) € um quimioterapico antibidtico
antraciclinico citotdxico isolado de culturas de Streptomyces peucetius var. caesius,
muito utilizado no tratamento de neoplasias. Em roedores, o farmaco é capaz de
mimetizar uma lesao estrutural e funcional, semelhante a da doenca renal proteinurica
cronica de humanos (LEE; HARRIS, 2011), nos quais sua nefrotoxicidade é rara
(ZHENG et al., 2006).

A acdo da ADM ocorre em decorréncia da lesdo dos poddcitos devido aos
danos oxidativos na estrutura da célula através da reducao direta a um radical
semiquinona ou através da produgao de espécies reativas de oxigénio (FOGO, 2003).
Além disso, a droga leva a diminuicao da espessura da camada de superficie
endotelial glomerular, como demostrado no trabalho de Jeansson et al., (2009), o qual
verificou que ratos que desenvolveram proteindria a partir do tratamento com
adriamicina apresentavam a camada de superficie endotelial glomerular com apenas
20% da espessura normal.

Tais alteracbes sao resultado na infrarregulacao de certos proteoglicanos e
enzimas necessarias na produgdo do glicocalix e consequente diminuicdo da
seletividade da barreira de filtracao e albuminuria (JEANSSON et al., 2009). Outra
caracteristica da acao da adriamicina nos glomérulos € a retracdo ou perda dos
processos pediculares dos podécitos (KERJASCHKI, 2001).

O modelo de nefropatia induzida por adriamicina € largamente utilizado devido
as suas vantagens, tais como a facilidade de reprodugao em laboratério, o elevado
grau de lesdo tecidual associado a uma taxa de mortalidade aceitavel (<5%),
morbidade (perda de peso), e o fato de o tempo de lesao ser consistente e previsivel,
uma vez que o modelo € caracterizado pela indugéo de lesdo renal dentro de alguns
dias da administragdo do farmaco (LEE; HARRIS, 2011). Outro fato interessante no
uso da ADM é que este quimioterapico causa tanto lesbes glomerulares, quanto
lesdes tubulares, como demonstrado por Okuda et al., (1986), o qual verificou que
ratos tratados com a droga apresentam esclerose glomerular, obstrugao e dilatagcao
tubular por aglomerados proteicos e fibrose intersticial com infiltragdo de mondcitos
caracteristicos da GESF.

O modelo em questao foi descrito por Okuda et al., (1986) em ratos, o qual

utilizou duas doses de 2 mg/kg de ADM, injetadas com intervalo de 20 dias, em um
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protocolo de 28 semanas. Ja Wang et al., (2000) observou que em camundongos da
linhagem BALB/c, a mesma dose induz proteinuria evidente a partir do quinto dia, a
qual permaneceu elevada durante as 6 semanas de estudo. Ademais, os autores
observaram vacuolizagao glomerular e glomeruloesclerose focal discreta na quarta
semana, a qual é exacerbada na sexta semana passando para uma
glomeruloesclerose focal extensa, ou até mesmo global, associada a expanséo

intersticial moderada e inflamacgao grave.

3. MATERIAIS E METODO

3.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos da
linhagem BALB/c com oito semanas de idade originados do Biotério Central do Setor
de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram
mantidos no biotério, acondicionados em caixas coletivas, contendo cinco animais por
caixa, com ciclo artificial claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura ambiente
constante de cerca de 20°C e com suprimentos de agua e alimento autoclavados
disponiveis durante todo o tempo de experimento.

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

3.2 DROGAS

3.2.1 Indugédo da nefropatia

Para a indugao da nefropatia foi utilizado adriamicina (Adriblastina®) da marca
Pfizer (Pfizer™, Inc. Nova lorque, USA) em dose unica de 10 mg/kg (LEE; HARRIS,

2011) por via intravenosa (1V) na veia caudal.
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Para simular o estresse os animais dos grupos controle e Stattic (inibidor da via

de sinalizagdo STAT-3) receberam solug¢édo salina IV na veia caudal.

3.2.2 Inibicdo da via de sinalizagédo STAT-3

A inibicdo da via de sinalizacdo STAT-3 foi realizada pela administragdao do
inibidor da via Stattic (Small-molecule Inhibitor of STAT-3 Activation and Dimerization)
(Abcam™  Inc., Cambridge, MA) diluido em dimetilsulféxido (DMSO), na dose de 2
mg/kg, por via IV na veia caudal nos dias 3, 6, 10, 14 e 21 apds a administracéo de
ADM, para os grupos Stattic e ADM+Stattic. O volume de Stattic correspondente a
dose de 2mg/kg foi ajustado para um volume final de 120 yL em solugao salina.

A fim de simular o estresse e possivel efeito da solu¢ao de diluigdo da droga,
0s animais dos grupos controle receberam solugéo salina com o equivalente de DMSO

no mesmo intervalo correspondente a administragado de drogas aos devidos grupos.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo estes: 1) Grupo EFR, o qual
realizou os treinos e 2) Grupo sedentario que nao realizou o protocolo de treinos. Estes
dois grupos foram entdo, divididos em quatro subgrupos, de acordo com a
administracdo das drogas, adriamicina e stattic, sendo estes: 1) Controle; 2)
Adriamicina (ADM); 3) Adriamicina + Stattic (ADM+ST) e 4) stattic (ST). Os grupos e

subgrupos estdo demostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Grupos experimentais

Protocolo
Subgrupos EFR Sedentario
Controle (n) 10 10
ADM (n) 10 10
ADM + ST (n) 10 10
ST (n) 10 10
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Antes do inicio dos experimentos, os animais foram pesados e tiveram sua
urina basal coletada. A coleta de urina se deu através de micgao espontanea. Para
tanto, os animais foram dispostos em caixas forradas com placas de 96 pocos, onde
a urina foi coletada com auxilio de uma pipeta. A urina foi entdo congelada e mantida
em freezer -20°C até o momento das analises.

Os animais pertencentes ao grupo EFR, foram submetidos ao protocolo de
treinos, enquanto que os sedentarios foram mantidos em suas caixas, sem a
realizacao do exercicio.

ApoOs a oitava semana de experimentos foi realizada a inje¢do de ADM nos
animais dos grupos ADM e ADM+ST, independente da realizagao ou nao dos treinos.
Os animais do grupo EFR continuaram o protocolo de treinos por mais 4 semanas
(Figura 9).

Nos dias 4, 7, 14, 21 e 28 apos a injegao de ADM, os animais foram pesados e
tiveram sua urina novamente coletada. No 28° dia apds a indugao da nefropatia, os

animais foram eutanasiados e foi realizada a coleta dos tecidos.
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Figura 9: Desenho experimental. Os animais do grupo EFR foram submetidos a um protocolo de 12
semanas de treinos, enquanto que os animais sedentarios foram mantidos durante o mesmo periodo em
suas caixas. Ao final da oitava semana, os animais tiveram a nefropatia induzida por dose unica de ADM
IV pela veia caudal. Os animais foram pesados e tiveram sua urina coletada no dia da injegdo (1) € nos
dias 4, 7, 10, 14, 21 e 28 apos a injegado. Nos dias 3, 6, 10, 14 e 21 apos a injegdo de ADM, os animais
dos subgrupos ST e ADM+ST receberam a dose de 2 mg/kg de Stattic por via IV na veia caudal. No 28°
dia apds a indugao da nefropatia, foi realizada a eutanasia e coleta dos materiais.

3.3.1 Eutanasia e coleta dos tecidos

A eutanasia dos animais ocorreu mediante anestesia dissociativa prévia com
solugédo de xilasina e cetamina (16 mg/kg e 150 mg/kg, respectivamente) por via
intraperitoneal seguida de deslocamento cervical.

O sangue foi coletado por pungéo cardiaca, centrifugado e o plasma sanguineo
congelado. A urina foi coletada diretamente da bexiga urinaria e congelada.

O rim esquerdo foi coletado, descapsulado e um corte longitudinal realizado a

fim de dividi-lo em duas metades, as quais foram armazenadas em solug¢ao de formol
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10% (v/v) por 48 horas. Depois deste tempo, os cortes foram lavados em agua
corrente por 12h e mantidos em alcool 70% (v/v) até o momento do emblocamento
em parafina. O rim direito foi coletado, descapsulado e cortado transversalmente em
pedacos que foram armazenados, durante a coleta, em nitrogénio liquido e
posteriormente em freezer -80°C.

Foram coletados, medidos e pesados ambos os musculos gastrocnémios, bem
como o soleo direito. O gastrocnémio esquerdo foi mantido em temperatura ambiente
por 10 minutos, e entdo envolto em talco neutro e depositado em nitrogénio liquido
para, posteriormente, ser armazenado a -80°C. O gastrocnémio direito foi
imediatamente armazenado em nitrogénio liquido e depois em freezer -80°C.

O musculo soleo foi fixado em um corte de cortica e mantido em solugao de
formol (10% v/v) durante trés horas. Apds essa etapa, este foi retirado e colocado em
solugdo de &cido nitrico (30% v/v) durante 24h e na sequéncia, transferido para
solugéo de glicerol 50% para posterior analise.

Foi coletado o fémur direito. Para tanto, foi realizada a desarticulagcéao
coxofemoral e remocéao de todo o tecido muscular aderido ao osso, com o auxilio de
uma pinga histolégica. O fémur foi entao, inicialmente fixado em etanol 70% (v/v), para
preservar sua estrutura, durante 72h e depois transferido para o etanol absoluto, para

desidratacido, onde permaneceu até o momento do processamento.

3.4 PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO

Os camundongos foram submetidos a um protocolo de exercicio fisico resistido,
utilizando uma escada vertical de 110 cm de altura e 18 cm de largura, com degraus
espacados em 2 cm, conforme modelo descrito em Hornberger Jr.; Farrar, (2004).
Uma caixa de 20x20x20cm, era mantida no topo para o repouso dos animais entre as
escaladas.

Antes do inicio do protocolo, os animais passaram por um periodo de
familiarizagcdo e adaptagao, o qual foi sucedido pelos treinos que consistiram em
séries de 20 escaladas com pesos anexados na parte proximal das caudas. Apos cada
subida, havia dois minutos de intervalo e a progressao da carga utilizada ocorreu

mediante testes de carga maxima suportada (TCM) (GUO et al., 2020). O protocolo
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teve duragao de 12 semanas, sendo aplicado nas segundas, quartas e sextas feiras
pela manha.

As cargas utilizadas nos treinos variaram de 40 a 60% da carga maxima obtida
no ultimo TCM, visando representar um treino de moderada intensidade, sendo o
maximo de carga recomendado na realizagao de exercicio resistido em situag¢des de
doencgas crénicas (SANCHES et al., 2013).

3.4.1 Periodo de adaptacéao

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

3.4.2 Teste de carga maxima (TCM)

O TCM consistiu em no maximo seis subidas ou até que o animal nao
conseguisse alcangar 90% da altura da escada. Foram realizados quatro TCMs,
sendo estes: 1) logo apos o término da semana de adaptacgéo; 2) apos 4 semanas de
treinos; 3) apds 8 semanas de trinos e 4) apds 12 semanas de treinos.

A carga inicial do primeiro teste foi de 75% do peso do camundongo €, a cada
subida concluida, cinco gramas de peso foram acrescidos de forma subsequente,
havendo intervalo de dois minutos entre cada subida (SHEN et al., 2021). A carga
inicial dos testes subsequentes foi de 75% da soma dos pesos totais suportados na

ultima escalada alcancada no teste anterior.

3.5 MENSURAGCAO DA PROTEINURIA

A proteinuria foi mensurada a partir da razdo entre a albuminuria e a
creatininuria.
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3.5.1 Mensuragao da albuminuria

A dosagem da albuminuria foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (29:1 acrilamida: bis-acrilamida). A concentragdo do gel de separagao
utilizado foi de 10% e do gel de empacotamento de 5%. As corridas foram realizadas
em sistema vertical, com voltagem constante de 60V para o gel de empacotamento, e
110V a partir do momento em que as amostras adentravam o gel de separacéo.

Para a realizagao da quantificacdo, as amostras de urina foram diluidas a uma
concentragdo de 10% e foi adicionado o agente redutor de pontes dissulfeto -
mercaptoetanol junto a amostra, resultando em uma solugéo final de 50% (v/v) de
amostra diluida e 50% (v/v) de 3-mercaptoetanol.

ApOs a separagéao, os géis foram corados com Azul de Comassie. O excesso
de corante foi removido com solu¢ao descorante a base de acido acético e metanol e
por fim, foi feita a quantificacdo da albuminuria no fotodocumentador Amersham
Imager 600 GE®.

3.5.2 Mensuracgao da creatininuria

A dosagem de creatinina urinaria foi realizada pelo método de Jaffe modificado,
com o kit da marca Labtest Diagndstica (Ref.: 35, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil),
que apresenta um indice de correcdo para minimizar interferentes. As analises se
deram seguindo o determinado pelo protocolo fornecido pelo fabricante do produto.

O método utilizado consiste na formagdo de um complexo, com variacao de
cor, quando a creatinina presente na amostra reage com o acido picrico, em meio
alcalino. Para a dosagem foi necessario diluir a urina a 4%. A reacéo foi quantificada
no leitor de placas Tecan® Infinite M200 por fotometria no comprimento de onda de
520 nm.

3.6 MENSURACAO DA CREATININA, UREIA E FOSFATO SERICO

A dosagem da creatininina, ureia e fosfato sérico foram realizados através de

kit para a realizagdo do ensaio colorimétrico da marca Labtest Diagndstica (Ref.: 35,
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27 e 12, respectivamente; Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). As analises se deram

seguindo o determinado pelo protocolo fornecido pelo fabricante do produto.

3.7 ANALISES HISTOMORFOMETRICAS DO TECIDO MUSCULAR

3.7.1 Seccao e preparacgao de laminas histoldgicas

Os musculos gastrocnémios esquerdos que estavam armazenados a -80°C
foram transferidos para criostato a -20°C e fixados com o composto Tissue-Tek®
O.C.T as platinas.

Apos a fixacdo, a regidao mediana dos musculos foi seccionada
transversalmente na espessura de 10um e as laminas histologicas foram preparadas
contendo trés seccgdes transversais do tecido muscular, as quais foram mantidas em
temperatura ambiente por 30 minutos para adesao do tecido e depois armazenadas a
-20°C até o momento do ensaio ou coloracao do tecido.

As laminas foram coradas por hematoxilina e eosina (HE), bem como, pelas
técnicas de NADH-TR e Sudan black. Depois de prontas, as laminas foram
fotodocumentadas em aumentos de 100 e 400 vezes com auxilio de microscépio (Carl
Zeiss™ Primo Star™) com camera acoplada (Carl Zeiss™ AxioCam ERc 5s) no
programa ZEN 3.1 (Carl Zeiss™), e analisadas pelo software ImageJ (SCHNEIDER;
RASBAND; ELICEIRI, 2012).

3.7.2 Tipagem e contagem de fibras musculares pela técnica de NADH-TR

As analises histomorfométricas foram realizadas apds a coloragédo por HE
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) a fim de quantificar o numero de fibras
musculares, nucleos periféricos e centrais. Para tanto, foram mensurados os
didmetros maior e menor das fibras musculares e a da area total do campo que
compreendia fibras musculares completas, sendo desconsideradas as fibras que
apareciam apenas parcialmente no campo.

Para determinagcao de didmetros menor e maior, foram analisadas 150 fibras

por animal.
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A partir das analises histomorfométricas das fibras foi calculada a densidade
de fibras (mm?) (Densidade = n° de fibras/area mensurada) e a partir da analise de
nucleos foram calculadas a razdo de nucleos por fibra (nucleos/fibra = n° nucleos

totais/n°® de fibras).

3.7.3 Deposicao de lipideos intramusculares pela técnica de Sudan black

Para determinacdo da deposicdo de lipideos no tecido muscular, seccdes
histolégicas do gastrocnémio foram coradas pela técnica de Sudan black (LEACH,
1938).

As laminas foram coradas e montadas com gelatina incolor e posteriormente
fotografadas. Foram analisadas 12 imagens de cada lamina e a quantificagdo se deu

pela intensidade de coloragao.

3.8 CONTAGEM DE SARCOMEROS EM SERIE

Para a contagem dos sarcOmeros em série, foram isolados do ventre de cada
musculo séleo um total de dez fibras musculares, as quais foram separadas com o
auxilio de pincas ultrafinas e lupa, sendo estas posteriormente fixadas em lamina
histolégica por meio de esmalte incolor.

A contagem de sarcémeros se deu ao longo de 300 um de cada fibra muscular,
em um total de cinco fibras por animal, a partir do microscoépio 6ptico Axio Lab A1
ZEISS (fornecido pelo Centro de Tecnologias Avangadas em Fluorescéncia — CTAF —
da UFPR) em aumento de 1000x. Foram fotografados trés campos aleatérios de cada
uma das cinco fibras e a contagem de sarcomeros ocorreu utilizando o programa
Image J (Figura 10). Para a obtengdo da quantidade de sarcémeros totais por fibra,

somou-se o valor obtido nos trés campos analisados em cada fibra.
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Figura 10: Contagem de sarcomeros em série. A contagem foi realizada no programa Image J em
campo claro e aumento de 1000x em microscopio optico Axio Lab A1 ZEISS (CTAF- UFPR).

3.9 ANALISE HISTOLOGICA DO TECIDO RENAL

Os rins esquerdos que estavam armazenados em alcool 70% (v/v), foram
emblocados em parafina para posterior corte e montagem das laminas.

Para a coloragédo das laminas foi utilizado o Tricrémico de Masson, o qual
possibilita uma visualizagcdo de diferentes estruturas, como: nucleos em preto;
citoplasma, queratina e fibras intercelulares em vermelho e colageno e muco em azul.
Dessa forma, essa coloracdo € considerada especial para analise da matriz
extracelular e a avaliacdo do grau de fibrose intersticial (BULOW; BOOR, 2019).

Foram preparadas e coradas uma lamina para cada subgrupo, contendo um
corte de rim de cada animal, em um total de cinco animais por subgrupo.

Para a analise, foram capturados 20 campos aleatérios em microscopio Axio
Lab A1 ZEISS (CTAF-UFPR) em aumento de 400x, de cada corte histolégico do cortex

renal, que posteriormente foram analisadas.
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Para mensuracao da fibrose renal, foram avaliados a espessura da membrana
basal e expansido da matriz celular com colapso e distor¢do. A analise foi realizada a
partir da pontuacdo semiquantitativa de cada campo observado: zero, refere-se a
nenhuma alteragao; de 1 a 9% na presenca de alteracdes leves; de 10 a 50% quando
apresentaram alteracbes moderadas; acima de 50% quando dispuseram de intensas

alteracdes.

3.10 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO TECIDO OSSEO

Para analise histomorfométrica do tecido 6sseo, as amostras que estavam em
alcool absoluto foram transferidas para frasco contendo xilol, onde permaneceram por
24h, de modo a remover o conteudo lipidico presente nos 0ssos.

Para auxiliar na impregnagao do produto utilizado no emblocamento da amostra,

foi realizado um corte com bisturi proximo a area de analise desejada (Figura 11).

Figura 11: Corte realizado com lamina de bisturi. O corte é realizado proximo a area que sera
analisada de modo que o metacrilato possa impregnar melhor na parte interna do osso.
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Apos o corte, as amostras passaram por uma bateria de trés solugdes, onde
permaneceram um periodo de 5 a 7 dias em cada uma. A sequéncia das solugdes e

suas respectivas concentragcdes estao descritas na tabela 3.

Tabela 3: Solugdes utilizadas no emblocamento das amostras de tecido ésseo.

Nome da solugao Composicao
25% de diisobutilftalato (CeH2204, Merck® n° 814157)
Solugéao A e 75% de metacrilato de metila (CHO, Merck® n°
800590)
25% de diisobutilftalato, 75% de metilmetacrilato e 1%
Solugéo 1% de peréxido de benzoila (C4H1004: Sigma Aldrich® cat
no. 85907)
25% de diisobutilftalato, 75% de metilmetacrilato e 2%

Solugéo 2% o )
de peroxido de benzoila

A solugdo ‘A’ tem a fungdo crucial de atuar como agente de transicao,
removendo o xilol e preparando a amostra para a impregnagao com resina, garantindo
assim, a penetracdo completa da resina nos espacos intercelulares e assegurando
uma inclusdo adequada para preservagao da estrutura da amostra para analise
posterior.

Apos passarem pelas solugdes, foi realizado a inclusdo das amostras em uma
“‘pré-base”. Para tanto, estas foram colocadas em frascos de 20 mL com tampa,
contendo cerca de 5 mL da solugao 2% ja polimerizada. O material é adicionado a
‘pré-base” e em seguida é adicionado mais solugdo 2% até que a amostra seja
totalmente coberta. Os frascos foram mantidos em estufa a 37°C durante 48h para
secagem do bloco (Figura 12).

Depois de secos, os frascos foram quebrados para remog¢ao dos blocos, os

quais foram lixados para entéo, passarem pela microtomia e montagem das laminas.
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Figura 12: Fémur de camundongo em bloco de metacrilato.

Para montagem das laminas, foram realizados cortes de 5 pym em micrétomo,
os quais foram colocados em laminas gelatinizadas (gelatina a 1%) e corados com
azul de toluidina. Depois de coradas, as laminas foram analisadas com o uso do
software OsteoMeasure®, sendo avaliado os seguintes parametros: razao do volume
0sseo pelo volume total, superficie de ostedide, espessura de ostedide, espessura da
trabécula, espaco entre as trabéculas e o numero de trabéculas.

3.1 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

Os rins e 0s musculos gastrocnémios que foram coletados para PCR em tempo
real (QPCR) foram armazenamos durante a coleta em nitrogénio liquido e depois
guardados a uma temperatura de -80°C até a realizacdo do procedimento. O RNA
total foi extraido utilizado PureZOL® (Bio Rad, Califérnia, USA). Apds a extragao, o
RNA total foi purificado e sua concentracao determinada través do espectrofotdmetro
NanoDrop® (NanoDrop Technologies, Inc., DE, EUA) a 260 nm.

Cada amostra de RNA total teve sua integridade conferida através de
eletroforese em gel de 1% de agarose e apoés isso, foram armazenadas novamente
para, posteriormente, serem utilizadas na preparacdo do cDNA e na analise dos

marcadores escolhidos.
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O cDNA foi sintetizado a partir da enzima transcriptase reversa da marca Bio-
Rad® (Bio Rad, Califérnia, USA) e a gPCR foi realizada utilizando SYBR Green® (Bio
Rad, Califérnia, USA) para quantificar o RNA mensageiro dos genes codificantes de
STAT-3, IL-6, nefrina e SOCS-3, no tecido renal, bem como os genes STAT-3, MuRF-
1, MyoD e miogenina, no tecido muscular.

Como normalizador foi utilizado o mRNA do gene ACTB e os resultados foram
analisados pelo método de quantificacdo relativa de acordo com a férmula
10,000/2Act. Os primers foram sintetizados baseando-se na sequéncia conhecida de
bases nitrogenadas descritas no GenBank, e o programa Primer Express da Applied

Biosystems. As sequéncias dos primers utilizados estdo descritas na tabela 4.

Tabela 4: Sequéncia de primers utilizados na realizagdo da qPCR

Gene Sequéncia sense Sequéncia anti-sense
ACTB TCTGTATTCCCCTCCATCGTC GGGTCAGGATACCTCTCTTGC
STAT3 TGAAGGTGGTGGAGAACCTC GCTGCTGCATCTTCTGTCTG
IL-6 CCTCTGGTCTTCTGGAGTACC ACTCCTTCTGTGACTCCAGC
SOCS3 ATGGTCACCCACAGCAAGTTT TCCAGTAGAATCCGCTCTCCT
NPHS1 ACCTGTATGACGAGGTGGAGAG TCGTGAAGAGTCTCACACACCAG
Trim63 GTGTGAGGTGCCTACTTGCTC TGAGAGATGATCGTCTGCACT

Myogenin ACAGCATCACGGTGGAGGATATGT CCCTGCTACAGAAGTGATGGCTTT
MyoD ACGACTGCTTTCTTCACCACTCCT TCGTCTTAACTTTCTGCCACTCCG

3.12 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises estatisticas e representagdes graficas foi utilizado o
RStudio® Team (2020) versao 1.3.1056. Para comparagao entre dois grupos foi
utilizado teste T de Student para variaveis paramétricas e teste U de Mann-Whitney
para variaveis ndo paramétricas. Para a comparagao entre dois ou mais grupos foi
utilizado testes de ANOVA para amostras paramétricas, ou teste de Kruskal-Wallis
para amostras ndao paramétricas e teste de Friedman para amostras nao paramétricas

de medidas repetidas. Em casos de diferengas entre as variaveis, os grupos foram
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comparados entre si com corregado de Tukey em caso de variaveis paramétricas e de
Bonferroni para variaveis ndo-paramétricas.

As diferengas sao consideradas significativas quando o valor de p < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ALBUMINURIA

A proteindria, em especial a albumindria, € um dos principais sinais
encontrados no modelo de nefropatia induzido por ADM (Chen et al., 1995) . Varios
trabalhos ja observaram proteinuria significativa em animais tratados com ADM na
dose de 10 mg/kg (Okuda et al., 1986; R. L. Pereira et al., 2012) sendo que a perda
de proteinas na urina se deve as alteragdes sofridas na barreira de filtracdo
glomerular, bem como aos danos oxidativos nos podécitos ocasionados pela ADM
(LEE & HARRIS, 2011), a qual induz lesédo renal em roedores semelhante aquelas
descritas em pacientes com glomeruloesclerose segmentar e focal (W. de F. Pereira
et al., 2015).

Segundo Scarfe et al., (2015) , a nefropatia induzida por ADM apresenta duas
fases, sendo que na primeira os glomérulos estédo histologicamente intactos, mas com
a sua capacidade de atuar como barreira macromolecular gravemente comprometida,
resultando na proteinuria intensa observada nos primeiros dias apds a injecao de
ADM. Em contrapartida, a segunda fase € marcada pela fibrose, a qual leva a perda
da superficie de filtragao total, diminuindo a TFG.

O aumento acentuado da albuminuria nos dias iniciais, foi observado por Wang
et al (2000), em um trabalho que comparou o0 modelo de nefropatia induzido por ADM
em duas linhagens de camundongos, dentre elas, a mesma utilizada no presente
estudo (BALB/c). Os autores utilizaram uma dose unica de 10,5 mg/kg de adriamicina
e observaram que 0s animais desenvolveram proteinuria significativamente alta na
primeira semana apds a injecédo da droga, seguida de uma leve queda nas semanas
consecutivas.

Corroborando com os achados dos trabalhos anteriormente citados, a analise
da urina para deteccao da albuminuria e creatininuria em razdo da leséo renal
presente nos animais sedentarios dos grupos que receberam a ADM indicou um

aumento significativo da razdo albuminuria/creatinindria em todos os pontos
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analisados, em relagdo aos animais que n&o foram tratados com a droga, como
observado na figura 13.

No entanto, devido ao pico da proteinuria ser nos dias iniciais, o intervalo de 7
dias ap6s a injecao da ADM tem especial relevancia. Na figura 13E, observa-se que,
ao contrario dos animais sedentarios (13A), aqueles submetidos ao protocolo de EFR,
nao tiveram aumento da albuminuria, demonstrando assim, que o EFR atua de modo
a minimizar os efeitos nefrotoxicos da ADM, diminuindo a proteinuria. Este resultado
também foi observado no intervalo de 21 dias apds a inje¢ao da droga.

N&o foram observadas diferencas significativas na razao
abumindria/creatininuria entre os grupos ADM e ADM+ST, independente da
realizagdo do EFR, revelando assim, que a inibigdo da via STAT-3 nao interferiu na

proteinuria caracteristica do modelo.
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4.2 PESO CORPORAL

Além da proteinuria, outra resposta comumente descrita no modelo
experimental de nefropatia por ADM ¢é a perda de peso corporal dos animais nos dias
seguintes a administracédo da droga. Esta resposta, em conjunto com proteinuria
elevada, indicam o grau de desenvolvimento da lesédo renal (WANG et al., 2015).

Os animais submetidos ao modelo de nefropatia induzida por ADM tendem a
ficar debilitados e caquéticos o que é caracterizado pela diminuicdo da massa
corporal.

Os resultados de peso corporal dos animais dos diferentes grupos ao longo dos
experimentos estdo demonstrados na figura 14. Para uma melhor verificagdo da
diferenga entre os grupos e protocolos de modo total, foi realizado o calculo de area
sob a curva (AUC) (Figura 15).
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Figura 14: Variagado do peso corporal dos animais ao longo dos protocolos.
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A andlise dos resultados da variagdo dos pesos corporais dos animais ao longo
do experimento demostrou que aqueles que receberam ADM, independentemente da
realizacdo do EFR, tiveram uma perda de peso significativa em relagdo aos seus
respectivos grupos controles. Entretanto, ao comparar os pesos dos animais cuja
nefropatia foi induzida pela droga (grupos ADM e ADM+ST), € possivel observar que
0s que realizaram o protocolo de treinos perderam menos peso do que 0s animais
sedentarios.

Desta maneira, percebe-se que o exercicio fisico € capaz de proteger os
animais da perda de peso caracteristica do modelo de nefropatia induzido pela ADM

0 que resulta em uma menor debilidade.

O.
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Figura 15: Area abaixo da curva. O grafico da AUC demostra que os animais sedentarios que
receberam a ADM, tiveram perda de peso significativa ao longo do protocolo em relagao aos que
realizaram o EFR. *p<0.05 vs controle.

Ao comparar apenas os grupos que receberam ADM (Figura 16) observa-se
que o grupo ADM+ST sedentario apresentou variagdo negativa do peso corporal em

todos os pontos de mensuragéo, enquanto o grupo ADM sedentario teve reducao do
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peso corporal apenas durante o intervalo do dia 4 ao dia 14. Em contrapartida, os
grupos ADM e ADM+ST EFR nado apresentaram variagdo significativa do peso
corporal em nenhum ponto de analise.

Tais resultados demostram que a inibicdo da via STAT-3 na auséncia de
atividade fisica resulta em aumento da perda de peso acarretada pela ADM, sendo

que a realizacao da atividade fisica é capaz de reverter esse quadro.
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Figura 16: A inibigdo da via STAT-3 na auséncia de atividade fisica resulta em aumento da perda
de peso acarretada pela ADM. A variagdo de peso dos grupos ADM e ADM+ST ao longo dos dias
demonstra que os animais submetidos ao protocolo de EFR tiveram a perda de peso caracteristica do
modelo reduzida em relacdo aos sedentarios. Protocolos EFR (Preto, pontilhado) e SED (vermelho,
continuo). *p<0.05 vs Dia 0.

4.3 ANALISES BIOQUIMICAS
4.3.1 Creatinina sérica

A creatinina sérica é o biomarcador de fungao renal mais comumente utilizado
para estimar a taxa de filtragdo glomerular, sendo importante no estudo da
epidemiologia da doencga renal crénica (KASHANI et al., 2020) .
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Neste trabalho, a creatinina sérica foi quantificada a partir do sangue coletado
por pungéo cardiaca no momento da eutanasia, no 28° dia apds a injecédo de ADM e
sua dosagem se deu a partir de teste comercial.

Embora alguns trabalhos apontem que o modelo de nefropatia induzida por
ADM leva ao aumento da creatinina sérica, em nosso trabalho, tal elevacéo nao foi

observada nos animais tratados com o quimioterapico (Figura 17).

1.25-
=
= 1.00 1
E
€ 0.751 Protocolo
-0 . SED
© 0.50 B R
c
g 0.251
@)

0.00-

Controle ST ADM ADM + ST

Figura 17: Niveis de creatinina sérica. Nado houve aumento significativo dos niveis de creatinina sérica
nos grupos de animais estudados.

Nossos resultados corroboram com os achados de Bryant et al., (2022) , o qual
comparou o modelo de nefropatia induzida por ADM em duas sublinhagens de
camundongos C57BL/6, sendo que os autores nao observaram aumentos
significativos da creatinina sérica em uma das sublinhagens de animais estudados.
Em outros estudos com o0 mesmo modelo, como o realizado por Lee et al., (2006) ,
foi constatado aumento dos niveis séricos de creatinina apenas a partir da quarta

semana apos a inje¢ao da droga.
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4.3.2 Ureia sérica

Assim como a creatinina, a ureia sérica foi também quantificada a partir do
sangue coletado por pungao cardiaca no momento da eutanasia, no 28° dia apds a
injecdo de ADM e sua dosagem se deu a partir de teste comercial. Os niveis séricos

de ureia também nao tiveram variagdes significativas, como demostrado na figura 18.
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Figura 18: Niveis de ureia sérica. Ndo houve aumento significativos nos niveis de ureia sérica nos
grupos de animais estudados.

4.3.3 Fosfato sérico e urinario

Para quantificagao do fosfato sérico e urinario, foram coletados sangue e urina
no 28° dia apods a injecao de ADM. A analise foi realizada por kit comercial e ndo foram
observadas diferengas significativas, como demostrado na figura 19.
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Figura 19: Niveis de fosfato. Ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de fosfato
urinario (A) e sérico (B) nos grupos de animais estudados.

4.4 TESTE DE CARGA MAXIMA

O TCM foi realizado a fim de determinar a progressao das cargas utilizadas nos
treinos, bem como na avaliacdo da evolucao da forga dos animais durante e apés a
realizagao do protocolo de exercicios. Dessa forma, apds cada TCM, os animais foram
submetidos aos treinos contendo progresséo de cargas, as quais variaram entre 40 e
60% dos valores obtidos no ultimo teste (SANCHES et al., 2013).

A partir da andlise das cargas maximas toleradas pelos animais (Figura 20), é
possivel perceber que houve evolugdo na capacidade de carga maxima durante o
protocolo, principalmente entre o primeiro e os demais testes. Os animais aumentaram
sua capacidade de suporte de carga quando analisados independentemente dos
grupos experimentais. O aumento de carga se deu, inclusive, no quarto teste, o qual
foi realizado apo6s a inducao da nefropatia, demonstrando que, mesmo na presenca

da lesao renal, o EFR é capaz de proteger o animal da sarcopenia caracteristica da
DRC.
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Figura 20: O EFR levou ao aumento do suporte de carga maxima, mesmo sob a agao da ADM.
Valores de carga maxima suportada pelos animais submetidos ao protocolo de treinos. * p<0,05.

Nossos resultados corroboram com os achados de Souza et al., (2018) , os
quais, a partir de um estudo com ratos Winstar em modelo de experimental de DRC
por nefrectomia (Nx) 5/6 e submetidos ao EFR, demonstraram que os animais que
realizaram EF tiveram aumento significativamente maior de forga muscular, em
comparacgao ao grupo Nx sedentario.

Por outro lado, ao analisar os grupos experimentais isoladamente no teste 4,
nao é possivel observar diferengas significativas entre eles. Assim, pode-se inferir que
o tratamento com STATTIC e a inibi¢do da via de sinalizagédo STAT-3 nao interfere no

ganho de forga muscular proporcionado pelo EFR.
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4.5 ANALISES HISTOMORFOMETRICAS DO MUSCULO SOLEO

4.5.1 Peso muscular

A sarcopenia decorrente da idade ou secundaria a doengas crdnicas, assim
como na DRC, é caracterizada por afetar diretamente a arquitetura muscular, ao
reduzir a area de seccao transversa, o comprimento dos fasciculos musculares,
volume e angulo de penagdo do musculo e, por fim, resultar em redugdo da
capacidade de forga produzida por unidade muscular (BAPTISTA; VAZ, 2009;
MCLEAN; KIEL, 2015). Desta maneira, a sarcopenia esta envolvida na piora do
prognéstico dos pacientes, levando a diminuicdo da sua qualidade de vida e sendo
relacionada com o aumento da morbidade e mortalidade (LARSSON et al., 2019).

A perda de massa muscular caracteristica da sarcopenia se da,
principalmente, pelo desbalango entre a sintese e degradagao proteica, a qual tem
sido relacionada aos niveis séricos elevados de IL-6 e TNF-a apresentados por estes
pacientes e, por fim, por um possivel aumento na ativagao da via de sinalizacdo STAT-
3 (CARRERO et al, 2008; MUNOZ-CANOVES et al, 2013; AMORIM et al., 2022;
CHATZIPETROU et al., 2022).

O EF tem sido sugerido como tendo um importante papel na atenuacao da
perda muscular, auxiliando na renovagao muscular e proteica, bem como na reducao
da inflamacao (NOOR; REID; SLEE, 2021).

No entanto, ao analisar os resultados do peso do musculo soleo (Figura 21),
nao foi observado diferencas significativas entre os grupos de estudos, indicando que
este musculo nao é afetado pela agédo da ADM, bem como, nao sofre alteragdes pela
realizacdo do EFR ou inibicdo da via de sinalizacdo STAT-3. O comprimento do

musculo séleo também nao foi alterado.
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Figura 21: Peso do musculo séleo. Nao foram observadas diferengas significativas no peso corrigido
do musculo séleo nos grupos analisados.

4.5.2 Avaliacdo do numero de sarcOmeros em série

A anadlise dos resultados da contagem de sarcébmeros em série no musculo
s6leo ndao apontou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos que
realizaram o EFR e sedentarios, bem como entre os subgrupos, como observado na
figura 22.

Considerando que ha uma relacado direta entre a adicdo de sarcOmeros em
série e 0 aumento comprimento muscular (HINKS et al., 2023), o fato de nao ter sido
observado aumento nesses parametros, indica que tanto o protocolo de treinos
utilizado neste trabalho, quanto a inibicdo da via de sinalizacdo STAT-3, ndo tem

envolvimento com os mecanismos de hipertrofia por crescimento longitudinal.
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Figura 22: A realizagédo do protocolo de EFR e a inibicdo da via STAT-3 ndao causaram aumento
do numero de sarcoémeros em série. Nao foram observadas diferencas significativas no numero de
sarcomeros em série do musculo séleo

4.6 ANALISES HISTOMORFOMETRICAS DO MUSCULO GASTROCNEMIO

Ja foi demonstrado que a ADM interage diretamente com o musculo
esquelético, causando danos estruturais e funcionais que levam a fraqueza muscular
(HAYWARD et al., 2013) . Um dos mecanismos da citotoxicidade da ADM ¢é a
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que levam ao estresse oxidativo e
a disfungao mitocondrial (GAYTAN et al., 2023) , um processo intimamente associado
a ativagdo de vias de sinalizagao proteolitica (HIENSCH et al., 2020) . Outros
mecanismos moleculares que parecem estar envolvidos na perda de musculo
esquelético induzida pela ADM é a ativagao da via do proteassoma dependente da
ubiquitina e a autofagia (HIENSCH et al., 2020) .

A producao de ROS ¢é o evento crucial para os efeitos deletérios da ADM sobre
o tecido muscular. Em contrapartida, € amplamente documentado que o exercicio
fisico crénico é capaz de melhorar a maquinaria antioxidante celular, contribuindo
consequentemente para diminuir os marcadores de estresse oxidativo (KAVAZIS et
al., 2009; MARQUES-ALEIXO et al., 2018) . O EFR realizado antes da administragao

de ADM acarreta em um pré-condicionamento que tem sido relatado como estratégia
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eficaz para neutralizar o aumento da produg¢ao de ROS induzido pelo quimioterapico
(MARQUES-ALEIXO et al., 2018) .

4.6.1 Peso do musculo gastrocnémio

Os musculos gastrocnémios dos animais foram coletados, pesados e o valor
obtido foi corrigido pela massa corporal total. Os resultados obtidos indicaram que o

exercicio fisico levou ao aumento da massa muscular, como demostrado na figura 23.

A analise do grafico aponta que os animais do grupo controle EFR
apresentaram musculos significativamente mais pesados em relagdo ao grupo
controle sedentario, indicando que o protocolo de treinos promoveu ganho de massa
muscular.

Além da redugado de peso corporal, estudos apontam a reducédo do peso de
diferentes musculos em modelo animal em resposta a ADM. Em um estudo de meta-
analise publicado por Hiensch et al., (2020), por exemplo, foi observado uma redugéo
de 14% do peso muscular associado a administracao de ADM em ratos.

Em nosso trabalho, observamos que os animais que recebram adriamicina e
realizaram o EFR apresentaram musculos significativamente mais pesados em
comparagao ao grupo de animais com a nefropatia, mas que nao realizaram o
protocolo de treinos. Sendo assim, € possivel inferir que mesmo na presenca da
nefropatia, o EFR promoveu ganho de massa muscular, sendo capaz de mitigar os

efeitos deletérios da ADM no tecido muscular.
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Figura 23: O exercicio fisico de resisténcia protege contra os efeitos deletérios no tecido
muscular causado pela ADM. Os animais que receberam ADM e realizaram o EFR tiveram valores
significativamente maiores de peso muscular em comparagdo aos seus pares sedentarios,
demostrando que mesmo na presencga da nefropatia, o EFR é capaz de manter a massa muscular.

4.6.2 Densidade de fibras musculares

Apesar dos animais que realizaram o exercicio fisico apresentarem maior peso
do musculo gastrocnémio, nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas no valor de densidade de fibras musculares ou valor maior e menor da

fibra muscular, entre os grupos estudados, como observado na figura 24.
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Figura 24: Densidade de fibras musculares. Ndo houve diferencas significativas na densidade de fibras
musculares no musculo gastrocnémio (A), bem como nos valores de didmetro maior (B) e menor (C).

4.6.3 Tipos de fibras musculares

Os musculos esqueléticos sao compostos de diferentes tipos de fibras, as quais
sao classificadas de acordo com as isoformas da cadeia pesada da miosina. Em
mamiferos, as fibras musculares incluem isoformas da cadeia pesada da miosina do
tipo |, tipo lla e tipo IIb (GUO et al., 2020) .

As fibras do tipo | possuem velocidades de contracdo mais lentas e séo
relativamente resistentes a fadiga. As fibras do tipo lla, ou fibras glicoliticas oxidativas
rapidas, apresentam velocidades de contragdao mais altas que as fibras do tipo |, mas
sdo menos resistentes a fadiga (PLOTKIN et al., 2021), por fim, as fibras do tipo llb
sao consideradas fibras glicoliticas de contragao rapida.

Além disso, as fibras musculares sao estruturas dinamicas capazes de alterar
seu fendtipo sob diversas condi¢cdes, por exemplo, aumento ou diminuicdo da
atividade neuromuscular, carga ou descarga mecanica, perfis hormonais alterados e
envelhecimento (PETTE & STARON, 2000) .

As fibras musculares dos animais dos grupos estudados foram classificadas
em tipo [, lla e llb através da técnica histoenzimatica de NADH-TR (Figura 25) e os
resultados obtidos estdo demonstrados na figura 26. A partir da analise do grafico
observa-se que a distribuicdo das fibras apresentou diferengas significativas em

relagao a realizagao do EFR e da administracéo das drogas.
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ADM+ST

Figura 25: Tipos de fibras musculares. Musculo gastrocnémio corado pela técnica de NADH-TR, com
fibras do tipo I, tipo lla e tipo Ilb.
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Para os animais sedentarios, as populacdes de fibras do tipo | e lla sofreram
alteracdes nos grupos ST e ADM+ST em comparagdo com o grupo controle, como
observado na figura 26A. Estes animais apresentaram a porcentagem de fibras do
tipo | significativamente mais alta do que o grupo que néo recebeu as drogas,
enquanto que a quantidade das fibras do tipo lla, estava significativamente diminuida.

Em contrapartida, a abservagao da figura 26B, nos fornece a informagéo que
no grupo EFR, houve diferenga apenas na populagéo de fibras do tipo |, a qual esta
aumentando em relagao controle.

Quando se compara os valores dos pares de subgrupos, a partir da analise dos
graficos apresentados na figura 26, percebe-se que os animais sedentarios que
receberam as drogas apresentaram valores significativamente maiores de fibras do
tipo | do que os subgrupos que realizaram o EFR (Figura 26C). Ademais, o grupo ST
EFR teve aumento das fibras do tipo lla e llb, quando comparado ao seu par
sedentario.

Dessa maneira, a analise da distribuicdo dos tipos de fibras musculares dos
diferentes grupos de estudos, nos faz inferir que os animais sedentarios tiveram
maiores alteracdes deste parametro do que os que realizaram o protocolo dos treinos.
Além disso, percebe-se que a administracido de stattic esta relacionada com o
aumento da populagao de fibras do tipo | e diminuicdo das do tipo Il. Em contrapartida,
as populacgdes de fibras do grupo EFR sdo mais homogéneas, tendo variado pouco
em relagdo aos seus subgrupos.

Em resposta a pratica de exercicio fisico, 0 musculo esquelético pode sofrer
conversao entre os tipos de fibras, sendo que o treinamento de forca resulta na
transicéo das fibras musculares de contragéo lenta para de contragao rapida (LEE et
al., 2018), ou seja, o EFR favorece o aumento da populagéo de fibras do tipo llb.

Corroborando com tal premissa, nossos resultados apontaram que os animais
que realizaram o EFR e nao receberam nenhuma droga (grupos controle e ST EFR),
apresentaram fibras do tipo Ilb significativamente mais abundantes quando
comparados aos seus pares sedentarios. Em contrapartida, nos animais que
receberam a ADM tal diferenga ndo foi observada, indicando assim, uma possivel
atuacdo da ADM no sentido de prejudicar a transigcdo das fibras musculares em

resposta ao EFR.



74

4.6.4 Nucleos celulares e deposicao de lipidio intramuscular

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

No entanto, os niveis de lipidios musculares também estdo elevados em
atletas treinados em resisténcia, uma vez que o EF leva ao aumento da demanda de
energia no musculo e estes fornecem acidos graxos livres para conversao energética.
Dessa maneira, a presenca combinada de niveis elevados de lipidios intramusculares
com a elevada sensibilidade a insulina é referida como o “paradoxo dos atletas”
(ZACHAREWICZ et al., 2018) .

A analise do nivel de lipidios intracelulares do musculo gastrocnémio foi
realizada pela técnica de coloragdo de Sudan Black (Figura 27E), sendo que os

resultados estdo demonstrados na figura 27C.
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A partir da analise dos resultados, observa-se que os animais do grupo

controle sedentario apresentaram area com deposicéo lipidica significativamente

maior do que os animais sedentarios que foram tratados com as drogas. Além disso,
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o valor de lipidio intramuscular deste grupo também foi estatisticamente superior ao
dos animais que realizaram o EFR e receberam ADM. Em contrapartida, os animais
que realizaram o EFR ndo demostraram diferencas significativas entre os subgrupos
de estudo.

Além da deposicao lipidica, também foi quantificada o numero de nucleos por
fibra muscular e a porcentagem de nucleos centrais nas fibras musculares, sendo os
resultados demonstrados nas figuras 27A e 27B, respectivamente.

Nas ceélulas musculares esqueléticas, os nucleos s&o, normalmente,
encontrados na periferia celular, sendo que o mau posicionamento nuclear ja foi
associado a disfungdo muscular. Nucleos localizados centralmente sdo encontrados
rotineiramente em certos disturbios musculares, bem como na regeneragéo muscular.

A maioria das doengas que apresentam nucleos localizados centralmente sao
causadas por perda muscular, caracterizadas por um estado constante de
degeneragao/regeneragao muscular (ROMAN; GOMES, 2018).

Ao contrario do que era esperado, foi observado que o EFR levou ao aumento
do numero de nucleos centrais em comparagdo aos animais que nao realizaram a
atividade fisica (Figura 27B), demonstrado pelo valor significativo de P no teste
realizado, demonstrando assim, interagcéo do protocolo de treinos.

Outro resultado curioso foi o qual indicou que os animais do grupo EFR tiveram
uma diminuigdo do numero de nucleos por fibra muscular (Figura 27A). A alteragéao
no numero de nucleos das fibras musculares pode indicar o crescimento ou hipertrofia
muscular, enquanto que a reducao de nucleos/fibra, por sua vez, pode demonstrar um
processo de lesao as fibras (SCHIAFFINO et al., 2013). Dessa maneira, era de se
esperar que o EFR levasse ao aumento do numero dos nucleos por fibra muscular,
no entanto, observamos o oposto.

Frente a tais resultados intrigantes, sugere-se a necessidade de repeticdo dos
experimentos em uma pesquisa futura para melhor elucidacédo do papel do EFR e da

via de sinalizagdo STAT-3 nos parametros musculares estudados.

4.7 ANALISE HISTOLOGICA DO TECIDO RENAL

E bem estabelecido na literatura que o modelo de nefropatia induzido por

adriamicina acarreta, dentre outras manifestagdes, grande deposicao de matriz
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intersticial, causando fibrose (OKUDA et al., 1986; PEREIRA et al., 2015; WANG et
al., 2000) , sendo esta uma das causas do carater progressivo do modelo.

A fim de analisar o papel do EFR e da via de sinalizagdo STAT-3 na deposi¢ao
de tecido fibrético no rim, foi realizada a analise histolégica dos cortes renais pela
coloracao de tricromico de Masson. Os valores de fibrose obtidos estdo demostrados
na figura 28.

A partir da analise dos resultados foi possivel observar que a area histolégica
positiva para marcacao de fibrose esta significativamente aumentada nos animais
sedentarios que receberam a admistracdo de ADM. Este aumento né&o foi verificado
nos animais que tiveram a nefropatia induzida e que receberam o inibidor da via STAT-
3, indicando que o tratamento com stattic pode mitigar a fibrose tubulointersticial
caracteristica do modelo.

Os resultados obtidos sustentam as conclusées do estudo realizado por
Bienaimé et al. (2016), o qual demonstrou o importante papel da STAT-3 na
comunicacgao tubulointersticial durante a doencga renal crénica, uma vez que a ativagao
da STAT-3 promove acumulo de matriz intersticial e de fibroblastos. Os autores
também demonstraram que a inativacido desta via de sinalizagcdo causa a diminui¢cao

de fibrose tubulointersticial.
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Em outro estudo publicado recentemente por nosso grupo de pesquisa,
também foi indicado que a via de sinalizagdo STAT-3 possui grande relevancia sobre
a fibrose tubulointersticial em decorréncia do modelo de nefropatia induzida por ADM,
sendo observado que a inibicdo da via pelo stattic leva a diminuicdo de marcadores
de lesao renal, incluindo a fibrose e a necrose tubular (de OLIVEIRA SANTOS et al.,
2023).

Ao analisar os animais do grupo ADM e que realizaram o protocolo de treinos,
nao foi observado aumento da marcacgao, indicando que a realizagdo do EFR pode
ser capaz de impedir a deposicdo de tecido fibrético tubulointersticial. Tal conclusao
corrobora com nossos resultados de proteinuria e peso corporal, dois outros
marcadores importantes no modelo utilizado, os quais indicaram que a realizagao do
exercicio fisico é responsavel pela diminuicdo da lesdo renal causada pela ADM.

Resultados semelhantes aos nossos, foram encontrados por Souza et al.,
(2018) , os quais demonstraram que ratos submetidos ao modelo de nefrectomia 5/6
(Nx) e a um protocolo de exercicio fisico de resisténcia durante 10 semanas, tiveram
um valor de fibrose intersticial significativamente menor do que os animais Nx
sedentarios.

Por fim, foi observado uma reducéo da fibrose no grupo ST EFR, demonstrando

novamente o papel da inibicdo da via STAT-3 na reducao da fibrose tubulointersticial.

4.8 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA NO TECIDO MUSCULAR

A fim de analisar se 0 modelo de nefropatia induzido por adriamicina levava a
alteragbes na expressao de genes relacionados ao catabolismo e anabolismo
muscular, e em caso afirmativo, se a pratica de EFR e a via STAT-3 se relacionavam
com tal modulagéo, foi realizada a quantificagdo da expressédo de genes no musculo
gastrocnémio. Para tanto, o mRNA de TRIM63, MYOG (miogenina), MyoD e STAT-3
foram quantificados por PCR em tempo real e os resultados obtidos, demonstrados

na figura 29.
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Figura 29: Expressao de genes no tecido muscular. Nao foram observadas diferencgas significativas
na expressdo dos genes MyoD (A), MYOG (B) e STAT-3 (B). Ja em a expressdo de TRIM63 (C)
apresentou alteragcado no grupo ADM+ST SED em relagdo seu controle. *p<0.05 vs Controle (SED).

Nao foram observadas diferengas significativas na expressao dos genes
MYOG, MyoD e STAT-3 no musculo dos animais analisados. Ja a analise de TRIM63
indicou alteragao no grupo ADM+ST SED.

E bem estabelecido na literatura que o MuRF-1, também conhecido como
ubiquitina-ligase E3, o qual é codificado pelo gene TRIM63, esta associado a atrofia
muscular, desempenhando um papel crucial no UPS (BAUMERT et al., 2018) . Os
alvos reconhecidos do MuRF-1 incluem proteinas contrateis e estruturais como titina,
troponina1, cadeias pesadas e leves da miosina, proteina C de ligagdo a miosina, bem
como varias proteinas envolvidas na glicélise e no metabolismo do glicogénio (ROM;
REZNICK, 2016) .

A ativacdo do UPS é iniciada pela via de sinalizagdo prejudicada do
IGF-1/PI3K/AKT que se desenvolve na DRC devido a resisténcia a insulina, acidose
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metabdlica, excesso de angiotensina Il e a inflamacgao crénica (BATAILLE et al., 2021;
WANG et al., 2023).

A pratica de exercicio fisico é reconhecida como tendo papel na diminuigao
da expressao de MuRF-1, como demonstrado por Gielen et al., (2012) , em um estudo
com pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica, submetidos a quatro semanas de
exercicio aerdbico. Ao fim do experimento, os pacientes que realizaram o protocolo
de treinos apresentaram uma diminuig¢ao significativa da expressao génica e proteica
de MuRF-1 em comparag¢ao ao grupo controle.

Trabalhos também apontam a capacidade que o exercicio resistido possui na
modulacao da expressdao de MuRF-1. Mascher et al., (2008) , por exemplo, avaliou a
expressao do gene apos sessoes repetidas de treinos de resisténcia, observando que
a expressao de mRNA do MuRF-1 aumenta apds uma primeira série de treinos, porém
esse aumento é 30% menor apdés uma segunda sessdo do exercicio resistido. Os
autores salientam que as alteragbes na expressdao de genes envolvidos na
degradacao proteica sao atenuadas como resposta ao treinamento de resisténcia
repetitivo.

Em nosso estudo foi observado que os animais sedentarios tratados com
ADM+ST tiveram niveis de expressao de TRIM63 significativamente maior do que o
grupo controle. Em contrapartida, os animais do mesmo grupo que realizaram o EFR
nao tiveram este aumento, indicando que a pratica do treino resistido pode atenuar a
ativacao do gene de degradacao proteica relacionada a DRC.

Embora no grupo ADM também tenha havido um aumento, este n&o foi
significativo, levando a cogitar que a inativagado da via STAT-3 também tem papel na

modulagao do gene.

4.9 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA NO TECIDO RENAL

Foi realizada a analise da expressao de genes relacionados a lesao renal, de
modo a avaliar se o EFR e a inibigdo da via de sinalizacdo STAT-3 podem alterar a
transcrigdo destes. Para isso, o mRNA de IL-6, NPHS-1 (nefrina), SOCS-1 e STAT-3
foram quantificados no tecido renal dos animais analisados e os resultados obtidos

apresentados na figura 30.



82

A B
Profocolo = L0561 8001 Protocolo
— Il s *
e = Il seo
5 | G O an0 EFR
2 0.101 S 560 N
< <
Q o
S o
g 2 400
3 S
('? 0.054 ff
J -
= '<_E 200
w
0.00-
Conlole ADM.ADM 5T 0" Gatirala ADM ADM + ST
s D ;
c 50 Protocolo — 307 Pprotocolo
p40 . SED p - SED
% H == % | G
< < 20.
& QN
S 301 S
S S
S S
S S
CT) 20+ —
» b_) 101
O I
O 101 o
w =
0- 0!
Controle ADM  ADM + ST Controle ST ADM  ADM + ST

Figura 30: Expressdo de genes no tecido renal. A expressao de IL-6 esta aumentada no grupo
sedentario em comparagao ao controle (A). Entretanto, o mesmo aumento ndo é observado nos animais
EFR, indicando que a execugéao dos treinos pode minimizar os efeitos da ADM sobre a produgao de IL-
6 renal. Nao foram observadas diferencgas significativas na expressédo de STAT-3 (B) e NPHS-1 (D). Ja
a expressao de SOCS-1 (C) foi diminuida pelo tratamento com stattic na auséncia de nefropatia.
*p<0.05 vs Controle (SED).

A analise dos resultados indica que ndo houve alteragdo na expressao de
NPHS-1 e STAT-3 no tecido renal (Figuras 30B e 30D). No entanto, a expressao de
IL-6 esta significativamente aumentada no grupo ADM sedentario em relagao aos
animais controle (Figura 30A) e a expressdo de SOCS-3 (Figura 30C) dos animais
tratados com ADM foi significativamente menor em comparagdo com o grupo ADM
sedentario.

A interleucina 6 € uma citocina com acéao pleiotropica, atuando em diversas
func¢des dos organismos, podendo ser secretada por muitos tipos celulares atraves de
estimulos como infecgao, inflamacao ou cancer (GARBERS; ROSE-JOHN, 2018). A

secrecao de IL-6 por mondcitos e macréfagos apds a ativagao de receptores Toll-like
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€ especialmente importante em casos de inflamagdo (CALABRESE; ROSE-JOHN,
2014).

E amplamente detalhado na literatura que a IL-6 tem grande papel na
progressao da DRC. Niveis plasmaticos elevados desta citocina sdo comumente
observados em pacientes com DRC, causado em grande parte pelo aumento do
estresse oxidativo, inflamacéo crénica e sobrecarga de fluidos, bem como pela
depuracao reduzida de IL-6 devido ao comprometimento da funcao renal. Além disso,
as dialises, por si sO, estimulam ainda mais as respostas inflamatérias, aumentando a
producao desta citocina (SU; LEIl; ZHANG, 2017) .

As anormalidades renais relacionadas a DRC e associadas a alta expressao
de IL-6 incluem alteracbes no endotélio, dano podocitario, hipertrofia glomerular e
aumento da expressao de fibronectina pelas células mesangiais (KREINER et al.,
2022) .

Estudos tém demonstrado que a realizagao de exercicio fisico pode levar a
diminuicao dos niveis séricos de IL-6 em pacientes com DRC. O trabalho de lkizler et
al., (2018), por exemplo, constatou, a partir da avaliagéo do efeito da dieta de restricao
calérica e do exercicio fisico aerdbico em pacientes com DRC, que a pratica de
exercicio fisico é capaz de diminuir os niveis de IL-6 dos participantes. Em uma meta-
analise recentemente publicada por Baido et al., (2023) , a qual avaliou os efeitos de
intervengdes com exercicios sobre marcadores inflamatoérios em pacientes com DRC,
foi relatada uma redugéo significativa na IL-6 apds intervengdes combinadas de
exercicios.

Corroborando com os achados dos trabalhos anteriormente citados, em nosso
estudo, observamos que os animais com a nefropatia e que realizaram o protocolo de
exercicio fisico ndo apresentaram o mesmo aumento de expressao de IL-6 constatado
no grupo sedentario, indicando assim, que a realizagdo do EFR é capaz de mitigar o
efeito da ADM sobre a producgao renal de IL-6. Além disso, ao comparar o grupo ADM
sedentario com o grupo ADM+ST EFF foi encontrado valor de p=0,056, muito préximo
ao significativo, indicando que a inibicdo da via de sinalizagdo STAT-3, associada a
realizacao dos treinos pode potencializar o efeito do EFR de modular a sintese de
IL-6.

No que se refere ao resultado apontando na figura 30C, podemos observar
que o tratamento com o inibidor da via de sinalizacdo STAT-3, independentemente da

realizacdo de EFR e na auséncia de nefropatia levou a diminuicdo da expressao
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génica de SOCS-3, quando comparado com 0s animais sedentarios cuja a nefropatia
foi induzida.

Considerando que o SOCS-3 é um inibidor endégeno de STAT-3, é coerente
a hipoétese que a inibicao da via e consequentemente a redugao dos dimeros de STAT-
3, levam a diminuicdo da necessidade de sintese do SOCS-3, reduzindo assim, a
transcrigdo do seu gene.

Em contrapartida, a ADM causa o aumento da expressdo de IL-6 (de
OLIVEIRA SANTOS et al., 2023), a qual leva a ativagdo da via de sinalizagao
STAT-3. Dessa maneira, é possivel inferir que o aumento da ativacdo da via
desencadeia um mecanismo de feedback negativo que culmina no incremento da
expressao de SOCS-3, de modo a inibir a via.

Por esse motivo, observamos o aumento da expressdo do mRNA de SOCS-
3 no grupo ADM sedentario em relagdo aos animais dos grupos que receberam stattic.
No entanto, este aumento nio foi observado nos animais com a nefropatia e que
realizaram o EFR, levando a pensar que a realizagdo dos treinos tenha papel neste

mecanismo de controle da via de sinalizagao STAT-3.

4.10 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO TECIDO OSSEO

As analises histomorfométricas sao classificadas em parametros estruturais,
microarquitetébnicos e de remodelagdo, sendo estes Uultimos subdivididos em
categorias estaticas e dinamicas (DALLE CARBONARE et al., 2021) .

Os parametros estruturais fornecem informacdes sobre a massa e estrutura
0ssea, estando relacionados a geometria tridimensional do osso. Os parametros de
remodelagdo estaticos fornecem informagbes sobre a quantidade de osso nao
mineralizado (ostedide) e a extensao das cavidades de reabsorgédo, enquanto que os
dinamicos informam sobre a taxa de formacao éssea e s6 podem ser medidos quando
os pacientes foram marcados com tetraciclina anteriormente a biopsia (KULAK;
DEMPSTER, 2010) .

Neste trabalho, foram avaliados os parametros estruturais, dentre eles o

volume Osseo, a espessura trabecular, o numero de trabéculas, bem como a distancia
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entre elas. Também foram avaliados os parametros estruturais estaticos, sendo estes
a espessura e a superficie de ostedide.

Devido a questdes técnicas, uma vez que o teste foi realizado em parceria com
uma instituicdo externa, foi decido em comum acordo a realizagao da analise apenas
dos grupos controle e ADM, de ambos os protocolos (EFR e sedentario). Os

resultados obtidos estdo apresentados na figura 31.
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Figura 31: O tratamento com ADM leva a perda de massa 6ssea que nao é revertida pelo EFR. O
tratamento com a ADM causou a diminuicdo do niumero de trabéculas (A), e aumento do espago entre elas
(B), acompanhado pela diminuicdo da razdo do volume ésseo pelo volume total (E). A superficie de ostedide
(C) e a espessura das trabéculas (D), ndo sofreram alteragdes significativas. A realizagcdo do EFR nao teve
influéncia sobre os resultados. *p<0.05 vs Controle.

A analise do grafico nos permite observar que o tratamento com a ADM levou

a diminuicdo do volume 6sseo, independente da realizagdo do EFR. Além disso,
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houve diminuicdo do numero das trabéculas e aumento do espaco entre as trabéculas
nos animais com a nefropatia, em relagéo aos grupos controle. Nao foram observadas
diferencas significativas nos parametros estruturais estaticos. A realizagdo do
protocolo de treinos parece nao ter relagdo com as alteragdes destes parametros.

Os disturbios 6sseos que os pacientes com DRC estao sujeitos, resultam em
comprometimento da microarquitetura cortical e trabecular e os predispéem a um risco
de duas a quatro vezes maior de fraturas em comparagao com a populagdo em geral

(RAMALHO et al., 2018) .

Nossos resultados demonstraram que a nefropatia causada pela ADM também
€ capaz de alterar a estrutura 6ssea dos animais e que o protocolo de treinos realizado
nao foi capaz de reverter esta alteragao.

Assim como nas nossas observagdes, outros autores também ja relatam
alteracdes na microestrutura 6ssea em modelos de DRC. Heveran et al., (2016) , por
exemplo, verificou que camundongos C57BL/6 submetidos a nefrectomia 5/6 (Nx)
também tiveram diminuicdo de numero de trabéculas e aumento de espago entre
estas. Em um outro trabalho, Heveran et al., (2019), analisou o papel da idade e da
DRC em conjunto e isoladamente na mesma linhagem de camundongos NX,
concluindo que a DRC por si s6 causa prejuizos na qualidade e estrutura 6ssea,
reveladas pela diminuicdo do volume 0ésseo, fracdo de area d6ssea, numero de
trabéculas, espessura do osso cortical e aumento da porosidade do osso cortical, a
partir da analise por microtomografia computadorizada.

Ap6s a realizagdo das analises dos parametros estruturais estaticos e
dindmicos apresentadas neste trabalho, novos estudos continuaréo a ser realizados
em parceria com o instituto pré-renal, a fim de analisar o papel da via de sinalizagao
STAT-3 nas alteragbes na microestrutura 6ssea dos animais submetidos ao modelo

de nefropatia induzido por ADM.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel concluir que o
tratamento com adriamicina nos animais sedentarios causou aumento significativo da
albuminuria, aliado a perda consideravel de massa corporal, em comparagdo com 0s
animais que realizam o protocolo de treinos, demonstrando assim, que o EFR atua de
modo a minimizar os efeitos nefrotdxicos da ADM, diminuindo a proteinuria e a perda
de peso.

Ademais, nossos resultados nos forneceram subsidios para concluir que o EFR
também é eficiente em mitigar fibrose renal causada pela administracdo da ADM, bem
como o aumento da expressao de IL-6 no tecido renal, sendo que estas alteracdes se
relacionam com a via de sinalizagdo STAT-3, uma vez que a inibi¢ado da via, evitou o
aumento destes parametros nos grupos com a nefropatia e que receberam o inibidor
stattic.

Também foi possivel constatar que o EFR é capaz de proteger o animal da
sarcopenia caracteristica do modelo utilizado. Tal fato foi demostrado pelos testes de
carga maxima e pelo aumento da massa do musculo gastrocnémio dos animais do
grupo EFR em relagao aos sedentarios. Além disso, observamos que a pratica do EFR
€ capaz de manter as populacdes de fibras musculares em consideravel
homogeneidade, evitando as alteragdes dos tipos de fibras ocasionada pelo uso da
ADM e do stattic.

Ao analisar a via de sinalizacdo STAT-3 nos parametros relacionados a atrofia
e hipertrofia muscular, observamos envolvimento desta na expressdo génica de
TRIM63, a partir do aumento da expressdo do gene apenas nos animais do grupo
ADM sedentario, ndo sendo obsevado o mesmo aumento naqueles que realizaram o
EFR ou nos grupos com a nefropatia e que receberam o stattic.

Portanto, é possivel inferir que a perda de massa muscular do modelo tem
relagdo com a via de sinalizacdo STAT-3 e que esta, por sua vez, pode ser modulada
pela pratica da atividade fisica resistida. Contudo, nossa pesquisa nao foi capaz de
explicar quais os mecanismos celulares responsaveis por tal modulagéo, sendo
necessario um maior aprofundamento do tema.

Nossos resultados, desta maneira, nos permitiram concluir que a pratica de
EFR é benéfica na manutengdo da massa muscular, sendo capaz de mitigar a perda

muscular oriunda da sarcopenia, bem como os danos renais caracteristicos do modelo
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de nefropatia induzido por ADM. Por isso, sugere-se que novas pesquisas sejam
desenvolvidas de modo a esclarecer os mecanismos celulares responsaveis por

mediar a modulacao da via de sinalizagdo STAT-3 a partir da realizacdo do EFR.
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