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RESUMO

A doenca renal crénica (DRC) é caracterizada pela perda progressiva e
irreversivel da funcdo renal, sendo a inflamacéo crénica um fenbmeno comum da
doenca, visto que, ocorre exposicao persistente aos estimulos inflamatérios, que
desencadeiam danos teciduais e fibrose. Posto isso, a DRC é um problema global
de saude, afetando mais de 7% da populacédo. No Brasil, estima-se que mais de dez
milhdes de pessoas tenham a doenca. Essa condicdo impacta a qualidade de vida e
gera altos custos para os sistemas de saude. Dessa forma, o presente estudo
analisou a acdo do exercicio fisico resistido (EFR) e da via de sinalizacdo STAT3 em
marcadores inflamatorios e fibréticos associados a lesédo renal presentes em modelo
experimental de nefropatia induzida por adriamicina (ADM). A via de sinalizacao
STAT3 desempenha papel no crescimento, proliferagcdo e diferenciacdo celular,
sendo a inibicdo dessa via essencial para a atenuacédo da fibrose. Enquanto isso, a
adriamicina reproduz a glomeruloesclerose segmentar focal humana (GESF),
resultando em inflamacédo e fibrose tubulointersticial. Para esse trabalho foram
utilizados camundongos machos (Mus musculus) da linhagem BALB/c, divididos em
dois grupos principais: EFR e sedentario. Cada grupo foi subdividido em quatro
subgrupos, de acordo com o protocolo de drogas: Controle, ADM, ADM+STATTIC e
STATTIC. O protocolo de EFR durou 12 semanas, e consistiu em: processo de
adaptacao, teste de peso de carga maxima (PCM), a cada trés semanas, e 0S
treinos, realizados trés vezes por semana. Para induzir a nefropatia, foi administrada
ADM via intravenosa caudal. A inibicdo da via de sinalizacdo STATS3 foi feita com
inibidor seletivo STATTIC, aplicado apds a inducédo da nefropatia. Para as analises
de capacidade de carga maxima elevada pelos animais submetidos ao EFR,
variacdo de peso corporal, razdo/albumina/creatinina urinaria e fibrose renal, foram
realizados os teste de PCM, pesagens, coletas de urina e rim direito dos animais. Os
resultados do estudo indicam que o EFR contribui para um aumento progressivo na
capacidade de carga em camundongos com nefropatia induzida por ADM. O EFR
também mostrou eficacia na reducéo da perda de peso corporal, especialmente em
comparagdo com camundongos sedentarios tratados com ADM. A razéo
albumina/creatinina aumentou nos camundongos sedentarios tratados com ADM,
mas o0 EFR ajudou a mitigar esses efeitos. Além disso, o estudo revelou que a ADM
causou fibrose nos animais sedentérios, mas o tratamento com STATTIC atenuou
esse efeito. Os animais que realizaram EFR ndo desenvolveram fibrose significativa,
sugerindo um efeito protetor do exercicio resistido contra a fibrose renal. A
combinacédo de EFR e STATTIC n&o mostrou diferenca significativa em comparacéo
com os grupos individuais, indicando que ambos contribuem para melhorar a fungao
renal. Com isso, os resultados sugerem que o EFR e o STATTIC, ndo concomitante,
podem ser benéficos na melhoria da funcéo renal induzida por ADM. Entretanto,
mais estudos referentes ao efeito do EFR na estrutura muscular dos animais e a
expressao de marcadores de lesdo, serao realizados.

Palavras-chave: Doenca renal cronica 1. Adriamicina 2. Exercicio fisico 3. Fibrose 4.
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1 INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) é considerada um problema de saude publica
mundial, uma vez que a prevaléncia € de mais de 7%, para pacientes com idade
entre 30 e 64 anos, e se eleva substancialmente ao aumento dos fatores de risco,
que incluem diabetes mellitus, hipertenséo, obesidade e envelhecimento. No Brasil,
estima-se que mais de dez milhdes de pessoas apresentam DRC, segundo a
Sociedade Brasileira de Nefrologia. Ademais, essa doenca afeta a qualidade de vida
do paciente e possui altos custos para os sistemas de salde (ANDERSON et al.,
2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2019; GLOBAL KIDNEY HEALTH ATLAS, 2023 ;
AYODELE; ALEBIOSU, 2010).

A DRC é caracterizada pela perda progressiva e irreversivel da funcao renal.
O estagio inicial da mesma é assintomatico, o que dificulta o diagndstico precoce.
Com a progressao, entretanto, os pacientes comegcam a apresentar insuficiéncia
renal e outras complicacBes, como comprometimentos cardiovasculares, anemia e
doencas Osseas. Esse quadro pode culminar com a necessidade de tratamentos
substitutivos, como a dialise e transplante renal, ou até mesmo progredir ao Obito
(AMMIRATI, 2020; AYODELE; ALEBIOSU, 2010).

A inflamacéo crénica € um fenbmeno comum da DRC, visto que, ocorre
exposicao persistente aos estimulos inflamatérios, como hip6xia, que desencadeiam
danos teciduais e fibrose (GERMOLEC et al., 2018; PETRESKI et al., 2021; WANG
et al.,, 2022). Associado ao processo inflamatério tem-se, a via de sinalizacao
STAT3, que quando ativada vem sendo relacionada a progressdao da DRC, em
especial em um contexto de aumento de mediadores inflamatérios e eventos
fibréticos (PANIZO et al., 2021).

Por outro lado, intervencfes néo farmacoldgicas podem oferecer melhora do
quadro clinico e da qualidade de vida durante a DRC. Neste contexto, temos uma
atividade que vem sendo relacionado a diminuicdo do processo inflamatoério, o
exercicio fisico resistido. Este contribui para a diminui¢cdo da inflamacéo, por reduzir
a liberacao de citocinas pro-inflamatorias. Desta forma vém sendo indicada a pratica
de exercicio fisico resistido para pacientes com DRC, uma vez que reduz a
inflamacéo, evita a fibrose renal, melhora a qualidade de vida e traz beneficios para
um melhor processo de diélise (LANG, 2005; GUADAGNIN; MAZALA; CHEN, 2018;
ANDERSON et al., 2009).
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1.1 HIPOTESES

Nossa hipdtese € que a realizacdo do exercicio fisico resistido e a inibicdo
da via de sinalizagdo STAT3 diminuam marcadores de lesdo renal em modelo
experimental de nefropatia.

1.2 OBJETIVOS

Analisar a acdo do exercicio fisico resistido e da modulagdo da via de
sinalizacdo STAT3 em marcadores inflamatérios e fibréticos associados a leséo

renal presentes em modelo experimental de nefropatia induzida por adriamicina.

1.2.1 Objetivos especificos

Avaliar os parametros da nefropatia induzida por adriamicina como
proteinudria e perda de peso antes, durante e apos a indugao da doenca renal.

Avaliar marcadores inflamatorios e fibréticos no tecido renal por meio da
andlise histolégica do coértex apds a realizacdo do exercicio fisico resistido e da

inibicdo da via de sinalizacdo STAT3 em modelo de nefropatia.

1.3 JUSTIFICATIVA

Ano apo6s ano a prevaléncia estimada de pacientes com DRC se eleva, visto
gue o numero de pacientes em dialise aumenta aproximadamente 2,5% por ano no
Brasil. Além disso, mais de 80% desses pacientes tem o tratamento financiado pelo
o sistema publico de saude. Vale ressaltar que os tratamentos disponibilizados nao
sao capazes de estagnar ou curar o paciente. Dessa forma, esses dados explicam o
fato dessa doenga ser considerada um problema de saude publica, uma vez que
apresenta impasses socioeconémicos e de saude (NERBASS et al.,, 2022;
ALCALDE; KIRSZTAJN, 2018).

A medida que a DRC progride pelo aumento de inflamag&do crénica, a
presenca de disfungéo tecidual e fibrose sao observadas. Dessa forma, a via de

sinalizacdo STAT3, ativada pela interleucina (IL-) 6, desempenha papel central
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nesse processo inflamatoério, uma vez que se encontra aumentada tanto em modelo
experimental quanto em pacientes com DRC. Em contrapartida, o exercicio fisico
resistido auxilia na reducéo de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6, em niveis
plasmaticos, diminuindo, assim, a inflamacédo e possiveis danos teciduais (WANG et
al., 2023; SOUZA et al., 2018).

Sabe-se que na DRC a fibrose renal € uma manifestacdo terminal, e um
determinante da insuficiéncia renal por resultar em trauma do parénquima e perda
irreversivel da funcéo renal. O gque torna esse um parametro histolégico de funcgéo
renal, que esta correlacionado com a diminuicdo da qualidade de vida do paciente
(PANIZO et al., 2021; LIU, 2011). Entretanto, as analises histoldgicas de inflamacgéo
e fibrose renal em modelo animal, submetido a modulacdo da via de sinalizacao
STAT3 em conjunto com o exercicio fisico resistido, ainda ndo foram exploradas no
contexto da DRC.

Desta forma, esse estudo tem como objetivo analisar o quadro histologico da
DRC, em especial o processo inflamatério e fibrético frente a realizacdo do exercicio
fisico resistido e da modulacdo da via de sinalizacdo STAT3 em modelo

experimental de nefropatia.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEFROPATIA INDUZIDA POR ADRIAMICINA

O modelo de nefropatia induzida por adriamicina (ADM) é considerado
robusto com grau de lesdo tecidual grave, possuindo mortalidade menor que 5%.
Além disso, esse modelo é considerado, nos estudos realizados, adequado para
testes de intervencdes, que tendem a proteger contra a lesdo renal, uma vez que é
caracterizado pela inducéo da lesdo em poucos dias depois da injecdo da droga,
sendo o0 momento da lesdo consistente e previsivel (LEE; HARRIS, 2011; WANG et
al., 2015).

A inducado da nefropatia depende de inumeros fatores como espécie, sexo e
idade, tendo a maioria das espécies de ratos e algumas de camundongos sensiveis
aos efeitos da droga. Os camundongos BALB/c machos necessitam de uma dose
Gnica de 10 mg/kg via intravenosa, sendo assim esta é a linhagem mais utilizada
(LEE; HARRIS, 2011).
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Em camundongos BALB/c, este € um modelo experimental historicamente
utilizado de DRC, por apresentar boa reprodutibilidade (WANG et al.,, 2015). O
modelo apresenta inicialmente, lesdo quimica seguida por alteracdes imunoldgicas e
estruturais que mimetizam a glomeruloesclerose segmentar focal humana (GESF)
(FOGO, 2014; ROSENBERG; KOPP, 2017).

A GESF é uma glomerulopatia e pode ser descrita por causar obstru¢do do
[limen capilar pela matriz, de forma que a obstrucdo ocorra em uma regiao
especifica do rim ou o 6rgdo por completo. A doenca pode ser causada por duas
lesdes diferentes, a primaria e a secundéria. A lesdo priméaria é caracterizada por
lesdo podocitaria e proteinuria bastante acentuada, causada por um fator circulante.
Ja a lesdo que ocorre secundariamente € dita como: uma lesdo comum as varias
doencas renais progressivas cronicas, a qual pode estar associada a inameros
fatores, como infeccdes, uso de drogas e respostas adaptativas secundarias, como
o transplante renal. Dessa forma, essa doenca causa lesbes progressivas e
irreversiveis que podem levar a DRC (FOGO, 2014; ROSENBERG; KOPP, 2017).

A adriamicina, utilizada para gerar a lesdo, € uma antraciclina citotoxica, que
pertence a uma classe de drogas antitumorais com ampla atividade em canceres
humanos, a qual é também utilizada na inducédo da nefropatia em modelos animais.
Essa droga causa a lesao renal devido as alteracdes tanto na barreira de filtracéo
glomerular, como em células endoteliais glomerulares, membrana basal glomerular e
poddcitos. Isso gera uma diminui¢do do glicocélix e da seletividade glomerular, além
de aumentar os poros das células endoteliais e levar a fusdo dos processos podais
dos poddcitos, em especial devido aos danos oxidativos na estrutura da célula. Esse
dano pode ocorrer pela diminuicdo do radical semiquinona ou pela producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a esclerose glomerular focal e
segmentar e em longo prazo uma esclerose global aléem de inflamacéao e fibrose
tubulointersticial (FOGO, 2003; LEE; HARRIS, 2011).

As alteracdes graves podem ser visualizadas entre duas e quatro semanas
apos a injecdo da droga. Dessa forma, algumas das manifestacbes incluem
proteindria e, como consequéncia, a reducdo do peso corporal. A albumina e a
creatinina sdo as principais proteinas avaliadas, uma vez que sao marcadores da
lesdo por adriamicina. Neste modelo, a propor¢cao albumina/creatinina e a

albumindria demonstram um aumento substancial, que esta intimamente ligado a
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ativacao de vias inflamatorias e progresséo da fibrose (BRYANT et al., 2022; WANG
et al., 2000; JEANSSON et al., 2008; FOGO, 2014; DOU et al., 2020).

2.2 PROGRESSAO DA DOENCA RENAL CRONICA

A doenca renal cronica € caracterizada pela perda gradual da fungéo renal,
além da expansdo mesangial, acumulo de matriz extracelular (MEC), hipertrofia
glomerular resultando em glomeruloesclerose e fibrose renal (TAKEDA et al., 1997,
BIENAIME et al., 2016).

Além disso, pacientes com DRC podem apresentar complicacdes, como
disfuncbes cardiovasculares e inflamacdes recorrentes, causadas pelo estresse
oxidativo e inflamacéo, os quais tém papel fundamental na progressado da doenca
(RAPA et al., 2019).

2.2.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo (OS) é um estado de desequilibrio entre os sistemas
pré e antioxidantes, o qual leva ao acumulo de radicais livres oxidantes e reducao da
degradacédo desses radicais. O rim é um érgao metabolicamente muito ativo, o que o
torna mais vulneravel aos danos oxidativos, uma vez que formam inimeros radicais
livres, que quando em desequilibrio causam o OS (LIU et al., 2018; RAPA et al.,
2019).

A formacéo e desequilibrio de espécies reativas de oxigénio ocorrem tanto
na medula quanto no cortex renal, resultando em proteindria e aumento de
mediadores proé-inflamatérios. Estes desencadeiam uma resposta inflamatéria que
pode evoluir para fibrose renal. Dessa forma, a deficiéncia de antioxidantes, como
superéxido dismutase (SOD) e glutationa (GSH), responsaveis pela remocéo de
superéxidos e peréxidos das células, respectivamente, € observada em pacientes
com doencga renal cronica, sendo um exemplo desse desequilibrio (RAPA et al.,
2019; ROVER JUNIOR et al., 2001).

Outra enzima responsavel pelo estresse oxidativo, denomina-se oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) a qual tem como fun¢éo a producéo de 6xido nitrico (NO),
que é capaz de promover a dilatagdo dos vasos quando presente no endotélio

renal.
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No entanto, o estado de estresse oxidativo € visto quando h& uma falha,
denominada desacoplamento, na eNOS. Tal desacoplamento ocorre devido a
producdo de ROS durante a transferéncia de elétrons no sitio ativo da enzima, a
qual é desacoplada da oxidacdo da L-arginina. Esse evento resulta na producéo de
um anion superoxido, que, por sua vez, combina-se com o Oxido nitrico, gerando o
peroxinitrito.

O desacoplamento pode ocorrer principalmente pela presenca de
dimetilarginina assimétrica (ADMA), um analogo enddgeno da L-arginina, que esta
associado a DRC, por inibir a producdo de 6xido nitrico pela eNOS. Com grande
quantidade de peroxinitrito, h4 uma inibicdo da enzima, o que gera uma menor
producdo de o6xido nitrico no endotélio renal, que resulta na vasoconstricdo e
reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), relacionando-se o desequilibrio a
DRC (RAPA et al., 2019).

2.2.2 Inflamacéo renal

A inflamagéo renal € uma das caracteristicas da DRC que contribui no
desenvolvimento, progressao e complicacdes da doenca. Nesse caso, a inflamacao
presente € a inflamacé&o crénica, a qual ocorre devido h4 uma longa exposicdo aos
estimulos inflamatorios, como a hipbxia e o estresse oxidativo, que pode levar a
danos teciduais e favorecer a fibrose (GERMOLEC et al., 2018; PETRESKI et al.,
2021; WANG et al., 2022).

Em vista disso, os mediadores inflamatérios originados de células endoteliais
e epiteliais recrutam células inflamatérias, como macréfagos, que liberam fator de
crescimento para a ativacado de fibroblastos, os quais podem desencadear eventos
fibréticos (PANIZO et al., 2021). Entretanto, as células epiteliais tubulares podem
nao so recrutar células inflamatorias como sofrer alteragdes estruturais e fenotipicas.
Isso faz com que essas células funcionem como células inflamatorias propriamente
ditas, em quadros de hipdxia e inflamacdo, produzindo e liberando fatores pro-
fibroticos (LIU et al., 2018).

As citocinas, como interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF), interferons
(IFN) e o fator de crescimento transformador (TGF), sado os principais marcadores de
inflamacé@o na DRC. Uma vez que, as citocinas sao pequenas proteinas com fungéo
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de mensageiro e sinaliza¢do no sistema imunoldgico, quando ativado (PETRESKI et
al., 2021).

As interleucinas séo citocinas produzidas por uma vasta gama de células
mesenquimais, endoteliais e fibroblastos. A IL-6 € a mais importante da superfamilia
em relacdo a DRC, uma vez que a sua sintese desregulada desencadeia inflamacao
cronica. A IL-6 é uma proteina produzida no estdgio inicial da inflamacéo,
promovendo a inducdo de proteinas de fase aguda e diferenciacdo de células da
imunidade especifica. Sendo assim, essa citocina regula respostas imunes inatas e
adaptativas, de informacfes agudas e cronicas (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO,
2014).

Em casos de DRC, quando a IL-6 esta presente, essa se liga ao seu
receptor (IL-6R) na membrana de células alvo, como por exemplo, as células
tubulares, e entdo este complexo se remodela e tém como fim a ativagdo por
fosforilagdo do transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT3), presente em
situacbes de inflamacdo e fibrose renal (SCHELLER et al.,, 2011; TANAKA;
NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) também é uma citocina responsavel
pela inflamacdo na DRC, entretanto € liberada especificamente pelos
mondcitos/macréfagos quando presentes em locais de inflamacdo. Ademais, os
receptores de TNF (TNFR) tém diversas funcdes como: controle de regeneracdo do
tecido e imunidade inata, conduzir a inflamacao e o controle de morte celular. Logo,
h& um declinio na fung¢éo renal quando niveis elevados de TNFR estdo circulantes
(WALLACH, 2017; PETRESKI et al., 2021).

Outro mediador importante é o fator de crescimento transformador beta
(TGF-B) que regula a proliferagao celular, podendo estimular ou inibir o crescimento
celular, aléem de ter importante papel na homeostase das células imunes. Quando ha
0 processo inflamatorio as células endoteliais e epiteliais renais liberam mediadores
inflamatorios, que recrutam células inflamatérias, as quais liberam o TGF-. Apds a
liberacdo, esse fator induz a ativacdo de fibroblastos renais, que ocasiona a
estimulacdo dos miofibroblastos para que produzam proteinas de matriz extracelular,
0 que corrobora com o aumento da expressdo génica de colageno (PANG et al.,
2010; PANIZO et al., 2021; LIU et al., 2017).
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Sendo assim, esse fator € um dos principais reguladores que contribuem
para a progressdo da DRC desde a inflamacéo até a fibrose renal (PETRESKI et al.,
2021).

2.2.3 Fibrose renal

A fibrose é um processo patologico originado de um reparo adaptativo mal
sintetizado. Esse evento esta diretamente relacionado a inflamacao e regeneracao
tecidual. Ademais, a fibrose renal € uma manifestagédo terminal e um determinante
da insuficiéncia renal comum por resultar em trauma do parénquima e perda
irreversivel da funcéo renal, uma vez que se encontra um sistema desregulado
(PANIZO et al., 2021; LIU, 2011).

A fibrose tubulointersticial dispde da seguinte sequéncia de eventos:
infiltrac@o de células inflamatérias, ativacéo e sinalizacao de fibroblastos, producéo e
deposicdo de matriz extracelular, atrofia tubular, rarefacdo microvascular e hipdxia
cronica (LIU, 2011).

O inicio do evento fibrogénico consiste na infiltracdo de células inflamatoérias
decorrentes da sinalizacdo de citocinas. Nesse caso, 0s macrofagos pro-
inflamatérios recrutados produzem quimiocinas e ROS. Esses danificam o tecido e
estimulam a liberacdo de citocinas e fatores de crescimento, os quais ativam
fibroblastos e induzem a transicdo das células epiteliais tubulares e endoteliais para
células mesenquimais (RICARDO; VAN GOOR; EDDY, 2008; LIU, 2011).

Apbs o dano e a presenca de citocinas e fibroblastos no local lesado, ha a
ativacdo dos miofibroblastos que podem ocorrer de diversas formas. Uma delas é
pela ativacdo de fibroblastos intersticiais e diferenciacdo de pericitos vasculares.
Sendo que, os fibroblastos adquirem um fendtipo de miofibroblasto quando
expressam a alfa-actina de musculo liso (aSMA), uma proteina responsavel pela
cicatrizagéo, remodelacao tecidual e fibrose. Esses miofibroblastos sdo semelhantes
as células musculares lisas e aos proprios fibroblastos ativados, pois sdo contrateis
e produzem grande quantidade de componentes de MEC (LIU, 2011).

J4 as células mesenquimais presentes no endotélio que fornecem
estabilidade ao tecido sdao denominadas pericitos. Quando ha lesdo, normalmente
por hipOxia, observa-se o desprendimento dos pericitos que migram, proliferam e
diferenciam-se em miofibroblastos (LIU, 2011; SHAW et al., 2018).
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Além desses, outros dois mecanismos induzidos normalmente por hipéxia,
sao capazes de dar origem aos miofibroblastos, mesmo que em menor quantidade,
sendo o endotélio capilar e células tubulares responsaveis pela transicdo endotelial-
mesenquimal e epitelial-mesenquimal, respectivamente (LIU, 2011; LEBLEU et al.,
2013; WANG et al., 2022).

Estudos demonstraram que o0 mecanismo de transicdo endotelial-
mesenquimal é incerto pela dificuldade de identificar os fibroblastos pela falta de
marcadores especificos e pelas heterogeneidades fenotipicas (BARNES; GORIN,
2011; HUMPHREYS et al., 2010; LIU, 2011).

De acordo com Liu (2011), a origem de miofibroblastos ocorre de forma
predominante pela proliferacdo local de fibroblastos teciduais e pela diferenciacédo de
células-tronco mesenquimais em miofibroblastos, influenciado pelo TGF-f (LIU,
2011).

Além disso, as células epiteliais tubulares quando lesadas podem
superexpressar Wntl, que produz a proteina Wnt, a qual ativa fibroblastos, que
contribuem para a fibrose. Essa sinalizacdo sustentada justifica a ativacao
descontrolada de fibroblastos ativados, deposicdo de MEC e ativacdo do sistema
renina-angiotensina (LIU, 2018).

Uma vez ativados, os miofibroblastos iniciam a producdo de componentes
de MEC intersticial em excesso, que resulta na formacéo de fibras colagenas, como
colageno tipo | e tipo Ill, e glicoproteinas, como a fibronectina. Além disso, é
importante salientar, que a medula renal apresenta mais MEC que o cértex renal,
sendo a primeira proporcionalmente mais afetada (BULOW; BOOR, 2019).

Para que haja uma maior deposi¢cdo de MEC, dois fatores fibrinogénicos séo
essenciais, a angiotensina Il e o TGF-1, pois estimulam a transcricao de genes de
colageno e fibronectina.

A angiotensina Il atua nos receptores acoplados a proteina G nos rins e ativa
0o TGF-B1. Esse fator de crescimento junto com a angiotensina Il induzem a
expressdao de integrina B1 e quinase ligada a integrina (ILK). A ILK realiza a
montagem do complexo proteico ILK, PINCH, Parvin (IPP), o qual possibilita uma
interacdo entre as actinas do citoesqueleto e as integrinas da MEC para a
montagem extracelular da fibronectina. Uma vez que a ILK se liga a integrina 31, a
PINCHL1 se liga a ILK, atuando como plataforma de ancoragem, e a proteina parvina
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conecta-se a PINCHL1 e a actina F do citoesqueleto (PANIZO et al., 2021; HAN et al.,
2005).

Além disso, a superexpressao de ILK resulta na inativacdo por fosforilacéo
do glicogénio sintase quinase 3B (GSK3B), que consequentemente estabiliza a 3-
catenina, uma proteina que controla a transcricdo da fibronectina e do inibidor do
ativador do plasminogénio tecidual 1 (PAI-1). Quando o PAI-1 ndo estd inibido, esse
realiza o recrutamento de integrina e a ativacdo de ILK promovendo assim a
expressao de colageno |, promovendo a deposicdo de MEC (LIU, 2011).

Quanto aos mecanismos responsaveis pela consolidacdo da fibrose séo
observados: atrofia tubular, rarefacdo vascular e hipdéxia crénica. A autodestruicdo
excessiva das células tubulares por apoptose e transformacdo epitelial-
mesenquimal, como jA mencionado, sdo responsaveis por desencadear a atrofia
tubular. Além de paradas do ciclo celular na fase G2/M, decorrentes da lesdo
tubular, que faz com que as células tubulares apresentem expressdo aumentada de
TGF-B, demonstrando outro efeito pro-fibrotico.

JA4 a reducdo do fluxo sanguineo nos vasos, denominada rarefacéo
microvascular, ocasionada pela perda de células endoteliais, que sofreram transicéo
epitélio-mesenquimal, e pericitos também se faz presente na progressao da fibrose.
Dessa forma, esse processo de reducdo do fluxo sanguineo, além da inflamacao,
fiborose e estresse oxidativo, pode ocasionar a hipoxia cronica, que ativa a
angiotensina Il e os fibroblastos. A angiotensina Il induz a transicdo epitelial-
mesenquimal ou a apoptose celular e a deposicdo de MEC. Ja os fibroblastos
danificam capilares peritubulares e, também, induzem a deposicdo de MEC. Assim
forma-se o ciclo de hipdxia crénica e insuficiéncia renal (LIU, 2011; WANG et al.,
2022; LIU et al., 2017).

Com isso, o processo de fibrose reduz o suprimento sanguineo, modifica
reacoes bioquimicas das proteinas de matriz e arquitetura renal, prejudicando a
funcdo renal como um todo, visto que, a fibrose afeta desde a regido tdabulo-
intersticial até os glomérulos e o sistema vascular, resultando na insuficiéncia renal
irreversivel (PANIZO et al., 2021; HUMPHREYS, 2018).

2.3 VIA DE SINALIZACAO E INIBICAO DO TRANSDUTOR DE SINALIZACAO E
ATIVADOR DE TRANSCRICAO 3



26

A STAT3 € um fator de transcricdo e sua via de sinalizagdo JAK/STAT
apresenta uma variedade de processos celulares que incluem crescimento celular,
diferenciacéo, proliferacdo, apoptose, angiogénese e respostas imunoldgicas. A via
pode ser ativada por varios fatores como citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e estresse oxidativo (TAKEDA et al., 1997; ARAKAWA et al., 2008; LEE
et al., 2007; HUANG et al., 2007; ARANY et al., 2006).

Atualmente o modelo de sinalizacdo JAK/STAT tem como principal ativador
a IL-6, que se liga ao receptor de glicoproteina transmembrana do tipo | de citocinas
e induz a dimerizacao dos receptores gp130. Essa dimerizacdo resulta na ativagao
das tirosinas quinases Janus quinase (JAK) e, posteriormente, na fosforilacdo e
dimerizacdo da STAT3 citoplasmatica, que é translocada para o nucleo. Esse evento
promove a regulacdo da transcricdo de genes especificos e ativa a expressao
génica (ARAKAWA et al., 2008) FIGURA 1.

FIGURA 1 — VIA DE SINALIZACAO E INIBICAO DE STAT3
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Legenda: Representacao da via de sinalizagéo e inibigdo de STAT3. A via é ativada pela ligagédo de
citocinas, como IL-6, ou fator de crescimento ao seu respectivo receptor, que gera a fosforilacéo e
ativagdo das JAKs quinases. Esse evento resulta no recrutamento das proteinas STAT3 livres, que se
ligam as fosfotirosinas do receptor intracelular, sao fosforiladas e se dimerizam. Ap6s a dimerizacgéo,

as proteinas sao translocadas para o nucleo, onde regulam genes alvo. Além disso, a droga
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STATTIC, representada em verde, se liga ao dominio SH2 da STAT3, que gera o bloqueio da

fosforilacdo, dimerizacao e translocacao da STAT3 para o nucleo.

Os genes transcritos possuem papel relevante na progresséo da DRC, pela
modulacdo da fibrose renal e na comunicacdo das células tubulares e intersticiais
pela elevada fosforilacdo e ativacdo de STAT3 nos tubulos renais com obstrucéo e
fibrose (SCHELLER et al., 2011; PACE et al., 2019; PANG et al., 2010).

Quando ha uma ligacdo entre as citocinas e seus respectivos receptores
ocorre um rearranjo deste complexo para que as JAKs sejam reorganizadas e
justapostas, e assim, ocorra fosforilacdo e consequentemente sua ativacdo. Com
isso, € possivel vislumbrar que apenas uma reorganizacdo no complexo receptor-
ligante € necesséria para iniciar a sinalizacdo intracelular responsavel pela ativacédo
da via STAT3, seguida de respostas inflamatérias e, uma possivel fibrose na DRC
(SCHELLER et al., 2011).

Um estudo, utilizando inibidor seletivo de STAT3, apresentou evidéncias de
que a ativacao da via de sinalizacdo STAT3 é crucial para a expressao de TGF-$ e
do seu receptor, 0os quais sdo responsaveis pela infiltracdo de leucdcitos e ativacédo
e proliferacao de fibroblastos na inflamacéo e fibrose (PANG et al., 2010).

Além dos fibroblastos, os miofibroblastos, decorrentes da fase de ativacéo
da fibrose também expressam STAT3. Isso indica que a ativacdo da via de
sinalizacdo STAT3 desempenha um papel de extrema importancia no aumento
quantitativo de miofibroblastos, quando comparado com rim humano saudavel. Outra
correlagcdo importante, que vale mencionar, € o grande numero de células
glomerulares com a via de sinalizacdo STAT3 ativada, as quais apresentam
também, vasto grau de inflamacédo e fibrose intersticial. O que demonstra a
importancia da ativagdo dessa via na lesdo renal (ARAKAWA et al.,, 2008;
BIENAIME et al., 2016).

A sinalizagéo da via STAT3 se mostrou aumentada também em glomérulos
de pacientes com DRC. Segundo Takeda et al (1997) a sinalizacéo da via STAT3 é
encontrada aumentada em bidpsia renal, além de ser encontrada também lesao
podocitaria e proliferacéo de células glomerulares (TAKEDA et al., 1997; ARAKAWA
et al., 2008).

As proteinas supressoras de sinalizacdo de citocinas (SOCS) séo

responsaveis por regular a via STAT3, visto que essas proteinas sao induzidas logo
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que a STAT ¢é ativada por alguma citocina. O mecanismo desenvolvido pela SOCS1
responsavel pela regulacdo da STAT3 é realizado por feedback negativo. A proteina
supressora se liga na JAK blogueando a ativacdo do complexo JAK/STAT3 (ENDO
et al., 1997).

Jé a inibicdo da STAT3 contribui para reduzir a proliferacédo de fibroblastos
intersticiais e, consequentemente, inibe a producéo excessiva de MEC (PANG et al.,
2010).

Lu et al. (2009), realizou um estudo em camundongos com mutacao
homozigdtica, alterando serina para alanina no residuo 727 — sitio de fosforilacdo da
proteina STAT3 -, o que impediu a ativacdo por fosforilagdo de STAT3 e sua
atividade. Essa mutacdo, consequentemente, foi capaz de reduzir a albuminuria,
expansdo do mesangio renal e acumulo de colageno, quando comparado com 0s
animais nao mutados (LU et al., 2009).

Esse bloqueio pode ser realizado pelo inibidor seletivo Stat Three Inhibitory
Compound (STATTIC), uma molécula pequena sintetizada para se ligar ao dominio
SH2 da STAT3 e promover o blogueio da fosforilacdo, dimerizacdo e translocacéo
para 0 nucleo da STAT3 (SCHUST et al.,, 2006). Logo, o bloqueio da via de
sinalizacdo STAT3 pode ser visto como uma possibilidade de abordagem
terapéutica em pacientes com glomerulonefrite (ARAKAWA et al., 2008).

2.4 EXERCICIO FiSICO RESISTIDO

Antigamente, a pratica de exercicio fisico ndo era recomendada para
pacientes com DRC, pois se acreditava na possibilidade de uma piora maior da
func@o renal ocasionada pela atividade simpética durante o exercicio fisico que
diminui o fluxo sanguineo renal. Atualmente, entretanto, estudos vém demonstrando
que praticar exercicio fisico ndo altera a taxa de filtragdo glomerular, mas pode
diminuir a liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias, como a IL-6, a qual é descrita
como ativador de STAT3 (VILLANEGO et al., 2020; DI RAIMONDO et al., 2016).
Dessa forma, a pratica do exercicio fisico resistido pode ser recomendada, visto que
€ possivel que o mesmo diminua o quadro inflamatorio e a perda de massa e forca
muscular, gerados pela sinalizagdo de STAT3 na DRC (LANG, 2005; GUADAGNIN;
MAZALA; CHEN, 2018).
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A prética de exercicio fisico apresenta beneficios em diferentes quadros de
carater crébnico, como obesidade, diabetes e DRC. Durante o curso da doenca renal,
alteracbes de componentes do sistema inflamatorio estdo presentes. A fim de
contrabalancear estes efeitos, a pratica de exercicio fisico resistido pode promover a
reducdo de inflamacéo e fibrose tanto em modelos de animais quanto em humanos
(SOUZA et al., 2018; TESTA et al., 2022).

Trabalhos com pacientes com DRC apontam os beneficios do EFR referente
a melhora dos parametros como a saude cardiovascular, aumento da massa
muscular e da forca muscular. Além disso, o EFR com cargas progressivas pode
induzir a melhora da qualidade de vida dos pacientes. Por isso, a falta de atividade
fisica e a desnutricdo sdo consideradas preocupantes quando associadas aos
pacientes com DRC (NOOR; REID; SLEE, 2021).

3 METODOLOGIA
3.1 MODELO EXPERIMENTAL

Para esse experimento foram utilizados machos (Mus musculus) da
linhagem BALB/c, originarios do Biotério Central do Setor de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade Federal do Parand (UFPR). Os animais foram mantidos no biotério
durante todo o experimento, em caixas com agua e comida, sem restricdo, em ciclo
artificial claro/escuro de 12 horas/12 horas, e temperatura constante.

Os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica para
0 Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parand (CEUA/BIO - UFPR), sob o niumero 1184. Além de serem realizados com
base na lei federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, com a regulamentagéo do

Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal.

3.2 PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO RESISTIDO

O protocolo de EFR foi adaptado de estudo presente na literatura
(HORNBERGER JR.; FARRAR, 2004). Inicialmente, os camundongos foram
submetidos a um periodo de adaptagédo antes do esforco fisico e em seguida iniciou-
se o protocolo de EFR com duragdo de 12 semanas. Para a adaptacéo, os animais
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foram estimulados a subir a escada trés vezes até alcancarem o topo, sem peso
preso na cauda e com um intervalo de dois minutos entre as escaladas.

Apoés a adaptacdo, os camundongos foram submetidos a um teste de peso
de carga maxima (PCM), o qual consiste em no maximo seis subidas ou até que o
camundongo ndo conseguisse alcancar 90% da altura total da escada. Apos cada
subida cargas mais pesadas eram anexadas a cauda dos animais. No primeiro teste,
a carga inicial foi fixada em 75% do peso corporal de cada animal, com um aumento
progressivo de cinco gramas para cada subida subsequente e um intervalo de dois
minutos entre as subidas. O valor base utilizado para os testes seguintes foi sempre
a Ultima soma de todos os pesos erguidos por cada camundongo. Esse teste de
PCM foi realizado na primeira, quarta, oitava e décima segunda semanas de
protocolo. Esse teste foi realizado para padronizar o peso fixado na cauda de cada
animal.

O valor inicial de cada novo teste partiu do valor de 75% do ultimo teste de
PCM como primeira carga. Os animais fizeram o protocolo de EFR de 12 semanas,
trés dias por semana, intercalando-os. A carga de cada camundongo variou de 40 a
60% do PCM anteriormente realizado, para que fosse possivel representar uma
carga de treino de moderada intensidade, como recomendado para pacientes com
doenca cronica durante os estudos de tratamento com exercicios.

Desse modo, a cada dia do protocolo os animais realizaram um total de 20

escaladas, com dois minutos entre cada tentativa.
3.3 INDUCAO DA NEFROPATIA

Para o desenvolvimento da nefropatia em modelo animal experimental, foi
utilizado o quimioterapico adriamicina (ADM, - Adriblastina®) com dose Unica de 10
mg/kg via intravenosa caudal de adriamicina da marca Pfizer (Pfizer™, Inc. Nova
lorque, USA) (WANG et al., 2015; LEE; HARRIS, 2011).

3.4 INIBICAO DA VIA DE SINALIZACAO STAT3

A via de sinalizagdo STATS foi inibida pela droga STATTIC da marca Abcam
(Abcam™  Inc., Cambridge, MA). As cinco aplicagBes foram realizadas ap0s a
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induc&o da nefropatia com dose de 2 mg/kg por via intravenosa caudal nos dias 3, 6,
10, 14 e 21 apo6s a inje¢édo de ADM.

3.5 COLETA DE URINA E PESAGEM

Nos dias 0, 4, 7, 14, 21 e 28, apo6s a inducdo da ADM foram realizadas as
coletas de urina e a pesagem dos animais.

Para a coleta de urina foram utilizadas caixas de acrilico com trés placas de
96 pocos novas, para cada animal, com restricdo de agua e comida, enquanto no
momento de coleta.

Para a pesagem dos animais foi utilizada balanca de precisdo e um becker
de 500 mL para comportar o animal, enquanto na balanca, no momento da

averiguacéo do valor.

3.6 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em dois grupos principais, de acordo com a
realizacdo (grupo EFR) e néo realizacdo do protocolo de exercicio fisico resistido
(grupo sedentario). Além disso, estes dois grupos foram divididos em quatro
subgrupos, de acordo com a administracdo das drogas, adriamicina e STATTIC,
sendo divididos em: grupo 1) Controle, grupo 2) Adriamicina (ADM), grupo 3)
Adriamicina + STATTIC (ADM+ST), grupo 4) STATTIC (ST). Os grupos e subgrupos

sao ilustrados na tabela abaixo TABELA 1.

TABELA 1: GRUPOS EXPERIMENTAIS

Protocolo
Subgrupos EFR Sedentario
Controle (n) 10 10
ADM (n) 10 10
ADM + ST (n) 10 10
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ST () 10 10

FONTE: SEIBT, P. M. (2023)

Os animais do grupo EFR foram submetidos ao protocolo de EFR, o qual
durou 12 semanas, 3 dias por semana, em dias intercalados. Ja o grupo sedentario
permaneceu em caixas no Biotério durante as 12 semanas.

Em relagdo aos subgrupos, na oitava semana do protocolo de EFR, foi
induzida a DRC via adriamicina nos subgrupos ADM e ADM + ST, em ambos 0s
grupos (EFR e sedentério). Apds a inducdo da adriamicina, houve a coleta de urina
e a pesagem de todos os animais nos dias 0, 4, 7, 14, 21 e 28.

A inibicdo da via STAT3 ocorreu por meio da administracdo de STATTIC
realizada nos dias 3, 6, 10, 14 e 21, ap0s a inducdo da DRC, nos subgrupos ADM +
ST e ST, em ambos os grupos (EFR e sedentario). Além disso, para simular o
estresse nos subgrupos controles, que nao receberam as drogas, fora administrada
salina. Ap6s 28 dias de acompanhamento os animais foram eutanasiados FIGURA
2.

FIGURA 2 — DESENHO EXPERIMENTAL
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FONTE: SEIBT, P. M. (2023).
LEGENDA: A representacéo contempla os periodos de adaptacéo, protocolo de treinos de exercicio
fisico resistido (EFR), testes de peso de carga maxima (PCM), administracdo das drogas, coleta de

urina e pesagem e eutanasia, de acordo com as semanas e grupos envolvidos.

3.7 EUTANASIA
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A eutandsia foi realizada 28 dias ap6s a indugdo da nefropatia pela
administragdo da ADM. Dessa forma, os animais foram eutanasiados com uma
solucdo composta por xilazina (16 mg/kg) e cetamina (150 mg/kg), administrada via

intraperitoneal e, posteriormente, foi realizada a coleta do rim direito de cada animal.

3.8 QUANTIFICACAO DA EXCRECAO URINARIA DE ALBUMINA E CREATININA

A excrecdo urinaria de albumina foi determinada por eletroforese com gel
SDS-poliacrilamida a 10% (BRUNELLE; GREEN, 2014). As amostras de urina,
primeiramente, foram diluidas com &gua destilada, e depois preparadas e
processadas. As urinas foram diluidas a 5% e o padrdo de albumina foi diluido a
10%. No preparado das amostras foi utilizado B-mercaptanol, agente redutor de
pontes dissulfeto, que permite a desnaturacdo de proteinas e a passagem da
amostra pelo gel durante a corrida. Em seguida, foi utilizado o corante Azul de
Comassie para a coloracao do gel. Por fim, foi feita a quantificacdo da albumina no
fotodocumentador Amersham Imager 600 GE®.

A dosagem de creatinina urinaria foi realizada utilizando o método de Jaffe
modificado, com o kit da marca Labtest Diagndstica S.A. ®, que apresenta um indice
de correcdo para minimizar interferentes. Esse método consiste na formacao de um
complexo, com variagdo de cor, quando a creatinina presente na amostra reage com
0 acido picrico, em meio alcalino. Para a dosagem foi necessario diluir a urina a 4%.
A reacao foi quantificada no leitor de placas Tecan® Infinite M200 por fotometria no
comprimento de onda de 520 nm.

3.9 LAMINAS HISTOLOGICAS: COLORACAO TRICROMICO DE MASSON

ApOs a eutanasia, o rim direito de cada animal foi retirado e seccionado
longitudinalmente separando-o em duas porc¢des. Apos o corte, o 6rgao foi colocado
em formol (10% v/v) por 48 horas. Depois deste tempo, foi lavado com agua e
colocado em alcool (70% v/v) até o0 momento que foi emblocado.

O emblocamento do 6rgao foi realizado em parafina para posterior corte e
montagem das laminas.

Para a coloracao das laminas foi utilizado o Tricrobmico de Masson, o qual

possibilita uma visualizacdo de diferentes estruturas, como: nucleos em preto;
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citoplasma, queratina e fibras intercelulares em vermelho e colageno e muco em
azul. Dessa forma, essa coloragdo é considerada especial para analise da MEC e a
avaliacdo do grau de fibrose intersticial (BULOW; BOOR, 2019).

Foram preparadas e coradas oito laminas, cada uma representando um
subgrupo (Sedentarios: Controle, ADM, ADM+ST, ST; EFR: Controle, ADM,
ADM+ST, ST) e em cada lamina continha cinco cortes renais de diferentes animais
do mesmo grupo. Para a analise foram capturados 20 campos aleatérios, com
microscopio Olympus BX51, de cada corte histolégico do cortex renal, que
posteriormente foram analisadas. Sendo assim, os parametros da fibrose avaliados
foram: a membrana basal espessa e expansao da matriz celular com colapso e
distorcdo. A analise foi realizada a partir da pontuacdo semiquantitativa de cada
campo observado: zero, refere-se a nenhuma alteracdo; de 1 a 9% quando
houveram alteracbes leves; de 10 a 50% quando apresentaram alteracoes
moderadas; acima de 50% quando dispuseram de intensas alteracdes.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de diferenca entre as capacidades de carga erguida pelos animais
foram submetidos a uma andlise de Anova de medidas repetidas. Ja os dados de
variacdo de peso corporal dos animais foram obtidos em porcentagem e analisado
por Anova de duas vias com teste de Tukey, sendo, para ambos, considerado
significativo o valor de p<0.05.

A razd@o albumina/creatinina foi submetida a analise estatistica Anova néo
paramétrica com teste de Kruskal Wallis e posthoc de Dunn. Os dados referentes a
fibrose, também, foram analisados entre grupos através de Anova nao paramétrica
com teste de Kruskal Wallis com multiplas comparacdes, sendo considerado para as

analises significativo o valor de p<0.05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARGA MAXIMA

Ao analisar a carga maxima elevada pelos animais, foi observado um

aumento progressivo da capacidade de carga, quando observados os testes 1, 2 e
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4, exceto o terceiro teste (Ultimo do protocolo de exercicio) que ndo apresentou
variagdo em comparacdo com o0 segundo e quarto testes, de acordo com o
GRAFICO 1.

Dessa forma, fica evidente o aumento progressivo de carga sustentado
pelos animais. Da mesma forma, ratos machos Munich-Wistar em modelo
experimental de DRC submetidos a EFR demonstraram a eficacia do EFR por
apresentarem um aumento da forca muscular mesmo com a doenca (SOUZA et al.,
2018).

No modelo animal de tumor de Ehrlich, também foi possivel observar essa
progresséao, pois os camundongos que passaram pelo exercicio fisico apresentaram
um aumento da carga maxima, o que demonstra que o EFR é capaz de proteger,
inclusive, contra a perda de forca e massa muscular concomitante ao tumor (TESTA
et al., 2022). Outro estudo realizado com pacientes com DRC submetidos ao EFR,
com duracdo de 12 semanas, demonstrou em seus resultados o aumento da forga
muscular e capacidade funcional dos pacientes (HEADLEY et al., 2002). Com esses
resultados € notoria a importancia da aplicacdo do EFR com cargas progressivas

para uma melhora na qualidade de vida dos pacientes.

GRAFICO 1 - CAPACIDADE DE CARGA DO GRUPO EFR
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FONTE: SEIBT, P. M. (2023).
LEGENDA: Aumento progressivo da capacidade de carga de animais submetidos ao
exercicio fisico resistido. n=5 animais por grupo, valores expressos como média * erro padrao da

média, a = diferenca de carga quando comparado ao teste 1, b = diferenca de carga quando
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comparado ao teste 2, ¢ = diferenca de carga quando comparado ao teste 3, d = diferenca de carga
quando comparado ao teste 4, p<0,05.

4.2 PESO CORPORAL

A perda de peso corporal foi uma das alteracbes encontradas nos
camundongos, sendo essa uma das caracteristicas e morbidade mais comum vista
em modelo animal de nefropatia induzida por adriamicina (LEE; HARRIS, 2011).

Ao analisar o GRAFICO 2-A é notavel, que, sete dias ap6s o inicio do
protocolo de drogas ha uma reducdo de peso corporal dos animais sedentarios
submetidos a administracdo de ADM e dos animais que receberam ambas as
drogas, ou seja, ADM e STATTIC.

Quando observado o grupo de camundongos ADM submetidos ao EFR,
esses demonstraram uma reducdo na perda de peso, que se torna mais evidente
guando analisados em conjunto com 0s grupos sedentarios ADM e ADM+ST, 0s
quais apresentaram uma perda de peso elevada, nos dias 7, 14, 21 e 28 do
protocolo, quando analisado o GRAFICO 2 A-D.

Por outro lado, os animais sedentarios ADM+ST demonstraram uma intensa
perda de peso corporal quando comparados com 0s grupos controles (sedentarios e
EFR) e com os grupos ST (sedentérios e EFR). Essa diferenca foi observada em
todos os dias analisados — 7, 14, 21, 28 dias, no GRAFICO 2 A-D. Ademais, é
possivel constatar uma reducéo na perda de peso dos animais que receberam ADM
(sedentarios e EFR) em comparacdo com os camundongos sedentarios ADM+ST,
conforme demonstrado no GRAFICO 2-D.

Desse modo, observou-se que a adriamicina enfragquece os animais logo nos
primeiros dias de administracao da droga, como evidenciado pela perda de peso. No
14° dia o menor peso corporal € atingido, no entanto, nos dias que se sucedem
verifica-se uma recuperacao sistémica nos camundongos, visto em outros modelos
de nefropatia como estudos com camundongos C57BL/6 e BALB/c (WANG et al.,
2000; PEREIRA et al., 2012; BRYANT et al., 2022).

Apesar disso, o exercicio fisico resistido foi capaz de manter ou ao menos
impedir uma perda drastica de peso dos animais, de mesmo modo que € visto no
modelo de camundongos Swiss machos com cancer de mama submetidos a EFR

(TESTA et al., 2022). Dessa forma, € possivel avaliar que o exercicio fisico contribui
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na atenuacao da perda de peso corporal dos animais mesmo em quadros aversivos,
como DRC.

Com isso, esses resultados demonstram que mesmo apds a injecdo de
ADM, a qual contribui na reducéo do peso corporal pela leséo renal causada, o EFR
previne a queda de peso dos camundongos submetidos ao protocolo de exercicio
fisico resistido.

GRAFICO 2 - VARIACAO DE PESO CORPORAL
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FONTE: SEIBT, P. M. (2023).
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LEGENDA: Variacéo de peso corporal em porcentagem dos animais sedentarios e EFR, visto que
ocorre uma reducédo ocasionada pela adriamicina e uma manutencédo do peso pelo EFR. A- Animais
sedentarios e EFR no dia 7 do protocolo; B- Animais sedentarios e EFR no dia 14 do protocolo; C-
Animais sedentarios e EFR no dia 21 do protocolo; D- Animais sedentarios e EFR no dia 28 do
protocolo. n= 10 animais por grupo, valores expressos como média * erro padrdo da média, * =
p<0,05.

4.3 RAZAO ALBUMINA/CREATININA URINARIA

No que diz respeito a razdo albumina/creatinina, representada no GRAFICO
3, observa-se que 0s subgrupos do grupo sedentario obtiveram diferencas
significativas nos quatro dias analisados, enquanto os subgrupos do grupo EFR
exibiram algumas diferencas apenas nos dias 14 e 28 do protocolo.

Foi possivel observar, até o 14° dia do protocolo, um aumento de proteindria
nos grupos sedentarios ADM e ADM+ST em comparagdo com 0 grupo sedentario
que recebeu STATTIC, como evidenciado no GRAFICO 3-A e 3-B. Além disso, foi
possivel identificar um aumento significativo da raz&do albumina/creatinina nos
camundongos sedentarios, que receberam ADM e ADM+ST, quando comparados
com o controle, conforme GRAFICO 3 A-D.

Por outro lado, os grupos que foram submetidos ao exercicio fisico resistido
apresentaram resultados significativos apenas nos dias 14 e 28 do protocolo. Nestes
dias, os grupos EFR ADM e EFR ADM+ST dispuseram de uma razao
albumina/creatinina maior que o grupo EFR ST, como resepresentado no GRAFICO
3-B e 3-D.

Os resultados demonstram que o tratamento com adriamicina causa um
aumento da proteindria nos animais a partir do sétimo dia do protocolo, como é
vislumbrado em outros estudos com camundongos (WANG et al., 2000; JEANSSON
et al.,, 2008; LEE; HARRIS,2010; PEREIRA et al.,, 2012). Dessa forma, se faz
importante salientar, que a albumina ndo é comumente encontrada na urina,
portanto, a presenca de albumindria, indica a extensa lesdo podocitéria presente nos
animais submetidos a nefropatia induzida por adriamicina, quadro condizente com
DRC. Além disso, observou-se que a nefropatia apresentou progressao rapida e boa
reprodutibilidade nos camundongos, como visto em outros trabalhos (PEREIRA,
2012; WANG et al., 2015).



GRAFICO 3 - RAZAO ALBUMINA/CREATININA EM ANIMAIS SEDENTARIOS E EFR
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LEGENDA: O aumento da razdo albumina/creatinina dos animais sedentarios e EFR € ocasionada

pela adriamicina. A- Representacao de sedentarios e EFR no dia 7 do protocolo; B- Representacao

de animais sedentérios e EFR no dia 14 do protocolo; C- Representacdo de animais sedentarios e
EFR no dia 21 do protocolo; D- Representacdo de animais sedentarios e EFR no dia 28 do protocolo.

n= 10 animais por grupo, valores expressos como média + erro padrao da média, * = p<0,05.

4.4 FIBROSE RENAL

ApoOs a analise dos dados do grupo de animais sedentéarios, que receberam
ADM, pode-se afirmar que houve a presenca de fibrose significativa, o que
demonstra a eficacia na inducdo de nefropatia pela ADM. Entretanto, a fibrose foi
atenuada devido ao tratamento realizado com o inibidor seletivo STATTIC, conforme
apresentado no GRAFICO 4.

Os resultados obtidos sustentam as conclusbes do estudo realizado por
Bienaimé et al. (2016), que destacou o papel da ativacdo da via STAT3 na DRC,
uma vez que resulta no aumento de fibroblastos e matriz intersticial, contribuindo
para a formacéo da fibrose tubulointersticial. Além disso, o trabalho também elucidou
a importancia da inativagdo da via STAT3, que leva a uma reducdo da fibrose
mesmo que os animais apresentem DRC. Dessa forma, os resultados referentes a
fibrose, principalmente no grupo sedentario ADM+STATTIC indica que mesmo com
a injecao de ADM, a qual contribui no processo de inflamacdo e fibrose pela

nefropatia, o STATTIC mitiga a fibrose dos animais tratados com a mesma.

GRAFICO 4 — FIBROSE EM ANIMAIS SEDENTARIOS E EFR
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FONTE: SEIBT, P. M. (2023).
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LEGENDA: A administragdo de STATTIC atenua a fibrose renal induzida em animais tratados com
ADM. A- avaliacdo de fibrose em animais sedentarios, B-avaliacéo de fibrose em animais submetidos
ao exercicio fisico. n=5 animais por grupo, valores expressos como média + erro padrdo da média, *

= p<0,05.

Conforme demonstrado no GRAFICO 4-B os animais que realizaram o
exercicio fisico resistido ndo desenvolveram fibrose significativa quando comparado
com grupos sedentarios que apresentaram nefropatia induzida por ADM. Da mesma
forma, em modelo de ratos machos Munich-Wistar com DRC, submetidos ao
treinamento resistido, foi observado a eficacia do EFR pela reducdo da fibrose
gquando comparados 0s grupos sedentarios e exercicio resistido (SOUZA et al.,
2018).

Além disso, quando comparados todos o0s grupos, como elucidado no
GRAFICO 5, ndo houve diferenca significativa entre o grupo de animais que
realizaram EFR e tratados com STATTIC, de forma concomitante, com 0s outros
grupos. Entretanto, foi observado que o grupo de animais que realizou atividade
fisica e o grupo tratado com STATTIC, de maneira separada, apresentaram uma
reducao da fibrose quando comparado com 0s outros grupos.

Em outros modelos animais, como de infarto do miocardio com camundongos
C57BL/6J machos selvagens e knockout para Fgf21l, e diabetes tipo 2 em
camundongos db/db, também, foi observada a reducdo de fibrose, com a
submisséo dos animais a atividade fisica, demonstrando um efeito benéfico do EFR
de proteger o sistema renal da fibrose (MA et al., 2021; MENGZHU et al., 2023).

Com isso, os resultados sugerem que tanto o exercicio fisico resistido quanto
o tratamento com o bloqueador seletivo STATTIC, de forma separada, contribuem

para uma melhora na fungao renal.
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GRAFICO 5 - FIBROSE NEGATIVA E POSITIVA
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FONTE: SEIBT, P. M. (2023).

LEGENDA: Comparacédo entre todos para fibrose. A= grafico de comparacédo entre todos 0s grupos,
B= animal do grupo controle com resultado negativo para fibrose, C= animal do grupo adriamicina
sedentario com resultado positivo para fibrose. n=5 animais por grupo, valores expressos como
média + erro padrdo da média, * = p<0,05.

Correlacionando todos os dados de perda de peso corporal, razdo
albumina/creatinina e fibrose é evidente que a nefropatia induzida por adriamicina é
bem estabelecido em camundongos machos da linhagem BALB/c, por ser uma

linhagem geneticamente homogénea, proporcionando boa reprodutibilidade.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos pelo estudo, conclui-se que o protocolo de
exercicio fisico resistido se demonstrou eficaz, levando a um aumento significativo
na capacidade de carga. Além disso, o exercicio € uma protecdo contra a lesao

renal induzida pela ADM, uma vez que o peso corporal dos camundongos
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submetidos ao protocolo de exercicio ndo apresentou reducdo significativa em
decorréncia da leséo renal.

O exercicio fisico resistido, também, previne a lesdo renal induzida pela
ADM, uma vez que os camundongos submetidos ao protocolo de exercicio fisico
apresentaram uma reducdo da fibrose renal. Ademais, o tratamento com STATTIC
se demonstrou eficaz, atenuando a fibrose de forma significativa no grupo submetido
a nefropatia por ADM.

Com isso, pode-se afirmar que o modelo de EFR e o tratamento com
STATTIC, ndo de forma concomitante, se apresentaram benéficos contra a fibrose

presente no modelo de leséo renal induzida por adriamicina.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para confirmacéo do papel do exercicio fisico na progressédo da nefropatia
induzida por adriamicina, iremos avaliar o efeito do EFR na estrutura muscular dos
animais, avaliar a expressdo de marcadores de lesdo por PCR em tempo real e

andlise de imuno-histoquimica.
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