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RESUMO

TOGOE EB. Andlise dos efeitos do exercicio fisico em um modelo de
Insuficiéncia Renal Crénica em Coelhos. Campo Grande; 2012. [Dissertacdo —
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

A Insuficiéncia Renal Cronica esta associada a alteracdes sistémicas que levam o
paciente renal ao sedentarismo e grave descondicionamento fisico. A funcao
muscular diminui decorrente de distdrbios que podem ser melhorados de forma
independente das estratégias que abordem a doenca priméria. O exercicio
programado pode trazer beneficios significativos e proporcionar melhor qualidade de
vida. O objetivo desta pesquisa foi analisar o efeito do exercicio fisico aerébico e
exercicio resistido, através da analise histopatolégica (muscular, renal, pulmonar e
cardiaca) e bioquimica sanguinea (uréia, creatinina) em um modelo animal de
insuficiéncia renal cronica em coelhos. Foram utilizados 28 coelhos da variedade
Nova Zelandia Branco. Os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico de
Isquemia e Reperfusdo Renal. Ap6s 6 semanas da cirurgia 0s animais foram
distribuidos em trés grupos randomizados para a realizacdo do protocolo de
exercicio fisico: grupo exercicio aerdbico (GA), grupo exercicio resistido (GR) e
grupo controle (GC). Foram realizadas coletas de sangue (ureia, creatinina) em trés
momentos: pré-operatorio, pré-intervencdo (ap6s 6 semanas da cirurgia) e pos-
intervencgédo (apds 8 semanas de treinamento fisico). Para analise histopatologica foi
coletados musculo esquelético e cardiaco, rim e pulméo. Para andlise estatistica das
variaveis quantitativas, os resultados foram expressos em média e desvio-padrao.
Os resultados das variaveis qualitativas foram expressos em porcentagem. Para
comparacao de medidas repetidas, utilizou-se a analise de variancia ANOVA (two-
way), seguida do teste post hoc de Tukey Test , significAncia estatistica foi
estabelecida para a = 5% (p < 0,05). Os valores obtidos para ureia apresentaram um
aumento gradativo até o momento pré-intervencao (p<0,05), e voltaram a reduzir. Os
niveis de creatinina apresentaram progressiva elevacdo em relacdo a coleta no
momento pré-operatdrio continuando em elevacdo no momento poés-intervencao
(p<0,05). As analises histopatolégicas demonstraram lesdes sistémicas: rim direito e
esquerdo, coracdo, pulméo. Entretanto ndo foram identificadas lesées musculares
detectaveis ao método utilizado. O modelo animal em coelhos mostrou-se viavel e
eficaz devido as lesdes sistémicas identificadas, boa sobrevida dos animais e a
possibilidade da execucédo de exercicio fisico.

Palavras Chaves: insuficiéncia renal crénica, histopatolégica, analise bioquimica,
exercicio fisico.



ABSTRACT

TOGOE EB. Analysis of the effects of physical exercise on a model of Chronic
Renal Failure in Rabbits. Campo Grande; 2012 [Dissertation - Federal University of

Mato Grosso do Sul]

The Chronic Kidney Disease is associated with systemic changes that lead the renal
patient to physical inactivity and serious physical deconditioning. Muscle function
decreases due to disorders that can be upgraded independently of strategies that
address the primary disease. The programmed exercise can bring significant benefits
and provide better quality of life. The objective of this research was to analyze the
effect of aerobic exercise and resistance exercise, through the Histopathological
Analysis (muscular, renal, cardiac and lung) and blood Biochemistry (urea,
creatinine) in an animal model of chronic renal failure in rabbits. Were used 28
rabbits varieties White New Zealand. The animals were submitted to surgical
procedure of ischemia and Reperfusion. After 6 weeks of surgery the animals were
divided into three groups randomized to the realization of the Protocol of exercise:
aerobic exercise group (GA), group resisted exercise (GR) and control group (GC).
Blood collections were performed (urea, creatinine) in three moments: pre-operation,
pre-intervention (after 6 weeks postoperatively) and post-intervention (after 8 weeks
of physical training). For histopathological analysis was found in cardiac and skeletal
muscle, kidney, and lung. For statistical analysis of quantitative variables, the results
were expressed as mean and standard deviation. The results of the qualitative
variables were expressed as percentage. For repeated measures comparison, we
used analysis of variance ANOVA (two-way) followed by the Tukey post hoc test
Test, statistical significance was established for a = 5% (p < 0.05). The values
obtained for urea presented a gradual increase so far pre-intervention (p < 0.05), and
returned to reduce. Creatinine levels have progressively increased over time
preoperative collection continuing in elevation in the post-intervention time (< p 0.05).
The Histopathological Analysis showed systemic injuries: left and right kidney, heart,
lungs. However were not identified muscle injuries detectable to the method used.
The animal model in rabbits showed to be viable and effective due to systemic
lesions identified, good survival of animals and the possibility of executing the
exercise.

Key words: chronic renal failure, pathology, biochemistry analysis exercise.
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1 INTRODUCAO

A Insuficiéncia Renal Crénica (IRC) é considerada um dos principais
problemas de saude do mundo, sendo importante causa de morbidade e
mortalidade, caracterizada por perdas lentas, progressivas e irreversiveis da funcao
renal. Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da IRC s&o: hipertensao
arterial sistémica, diabetes mellitus e histéria familiar da doenca renal
(SESSO;GORDAN, 2007).

A incidéncia da IRC aumenta cerca de 8% ao ano no Brasil e a
prevaléncia de individuos mantidos em dialise aumentou mais de 100% nos ultimos
8 anos. A regido Centro Oeste ocupou em 2008 o terceiro lugar de maior prevaléncia
e aumento de casos novos de IRC de todo Brasil, na marca de 18,3 %. Estima-se
que cerca de 96% dos atendimentos dialiticos sejam realizados em unidades
vinculadas ao Sistema Unico de Saude (SUS), gerando um gasto para os cofres
publicos de cerca de 1,4 bilhdes de reais por ano (SESSO et al., 2007).

As fases avancadas da IRC tém sido associadas a alteracdes fisiologicas em
varios sistemas: nervoso, cardiovascular, respiratorio, musculo esquelético,
imunoldgico e enddcrino/metabdlico. E comum, entre pacientes com IRC em
hemodialise (HD), a limitacdo na tolerdncia ao exercicio fisico, que pode estar
relacionada a anemia, disfuncdo cardiovascular e reducdo da capacidade do
musculo esquelético na extracdo de oxigénio. Estas condicBes sdo caracterizadas
por graves limitacdes funcionais, que incluem baixa aptiddo cardiorrespiratéria,
fadiga persistente e de inicio precoce, muitas vezes com 0s pacientes submetidos a
um periodo de grave descondicionamento e, em alguns casos, resultando em
incapacidade fisica (COELHO et al., 2009).

Embora ndo totalmente compreendido, descondicionamento e
incapacidade fisica parecem estar relacionadas a atrofia muscular, miopatia e
desnutricdo. O estilo de vida sedentario e a inatividade se associam as condicbes
psicolégicas (como depressdo), que leva muitos pacientes com IRC a relatar
influéncia negativa no condicionamento fisico. Todas essas alteracdes estruturais
sdo conhecidas como Miopatia Urémica que pode manifestar-se por atrofia e
fraqueza muscular, dificuldade na marcha, mioclonias, caimbras e diminuicdo na
capacidade aerébica (MOREIRA; BARROS, 2000).
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Em virtude dessas alteragfes, tém sido propostos programas de exercicio
fisico que visam ndo somente o tratamento dos sinais clinicos da doenca, mas de
suas repercussodes na funcdo e na qualidade de vida (QV), j& que esses individuos
tendem ao sedentarismo e a limitagédo funcional (REBOREDO et al, 2010).

Desde a década de 80, programas de exercicio fisico para pacientes
renais crébnicos comecaram a ser implantados. A partir de entdo ha inumeros
estudos que relatam os beneficios do exercicio neste tipo de paciente, tanto a nivel
fisiolégico, funcional e psicologico. Mais de 30 anos de investigagdo demonstram
que exercicios fisicos para pacientes renais cronicos € seguro. Entretanto a
implantacdo de programas para a reabilitacdo fisica desses pacientes ndo é usual
guando comparados aos pacientes com doencas cardiovasculares e pulmonares.
Esse fato pode ser devido a alta comorbidade que esses pacientes apresentam, com
terapia substitutiva, medicamentos e hospitalizacbes que dificultam a investigacéo
do exercicio. Além disso, a falta de protocolos, frutos de investigacdes de qualidade
pode ter favorecido a deficiéncia da aplicacdo clinica do exercicio nessa populacao
(SEGURA — ORTI, 2010).

Os varios protocolos de treinamentos estudados até hoje, demonstram a
melhora da capacidade de exercicio desses pacientes, bem como melhora da
qualidade de vida. Mas a andlise histopatoldgica especificamente nao é feita, visto
gue se trata de um exame pouco usual e dada a quantidade de procedimentos
invasivos que esses pacientes sdo submetidos, ndo é um processo comodo e viavel.
Portanto realizar a analise do efeito do exercicio fisico a partir de um modelo animal
experimental de IRC poderéd esclarecer os efeitos dos exercicios fisicos nessa
populacdo. Assim protocolos de exercicios fisicos podem ser adotados como parte
da rotina de tratamento desses pacientes, com incremento do tratamento dialitico,
gue muitas vezes se baseia apenas na manutencdo da funcao renal, contribuindo
para a realizacdo de uma terapéutica que leve em consideracdo as repercucdes
sistémicas da IRC na vida diaria do paciente (NAJAS et al, 2009).

Dessa forma o objetivo desta pesquisa € analisar o efeito do exercicio
fisico resistido e exercicio fisico aerObico, através da andlise histopatolégica
(muscular, renal, pulmonar e cardiaca) e bioquimica sanguinea (uréia, creatinina)
em um modelo animal de insuficiéncia renal crénica experimental em coelhos Nova

Zelandia Branco.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INSUFICIENCIA RENAL CRONICA

A insuficiéncia renal Cronica (IRC) € um problema de saude publica que
estd associado a morbidade e mortalidade. Embora a maioria dos pacientes com
IRC possa estar com o grau leve da doenca (estagio 1-2), uma grande parcela
apresentam a doenca moderada a grave (estagios 3-4) e o nUmero de pacientes que
se encontram no estagio final da doenca renal (estagio 5) tem aumentado
consideravelmente ao longo dos anos (KESTENBAUM; BELOZEROFF, 2007).

A causa da doenca renal, muitas vezes ndo é facilmente perceptivel,
porém evidéncia epidemiolégica sugere que a doenca vascular pode ser a etiologia
predominante (LESLEY; VISWANATHAN; WEINER, 2010).

A leséo por isquemia/reperfusdo renal pode ser a causa mais comum de
les&o renal, que resulta de uma deficiéncia generalizada de oxigénio e nutrientes. Ha
um desequilibrio na oferta e demanda de oxigénio e acumulo de residuos do
metabolismo, causando lesdo nas células do epitélio tubular renal, morte por
apoptose e necrose. Varios estados fisiopatoldgicos e medicamentos podem
contribuir para a diminuicdo do fluxo sanguineo renal e levar a lesdo por isquemia
(BONVENTRE; IANG, 2011).

Nas fases iniciais da IRC a maioria dos 6rgaos funciona normalmente, de
forma que o paciente sé procura atencdo médica quando seu mal ja evoluiu para a
sindrome urémica, causada por distdrbios funcionais em inumeros 6rgaos e
representa os estagios finais da progressdo da IRC. As substancias normalmente
eliminadas na urina acumulam nos liquidos corporais em virtude do
comprometimento da funcao renal e levam a uma ruptura nas funcdes endocrinas e
metabdlicas, com consequente disturbio hidroeletroliticos e acidobasico (RIBEIRO et
al, 2008).
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2.2 Isquemia e Reperfuséo Renal

A lesédo por isquemia e reperfusdo pode ser definida como toda alteracéo
devida a privacdo e re-estabelecimento do suprimento de oxigénio aos tecidos e
orgdos. Trata-se de um fenbmeno complexo que envolve ndo apenas os efeitos
intracelulares, mas também uma lesdo inflamatéria. Pesquisas anteriores em
modelos animais demonstraram que as consequéncias da isquemia/reperfusao
dependem da duracéo, resultando em alteracdes bioquimicas e até necrose celular,
sendo 20 a 35 minutos, o tempo maximo que o rim pode tolerar a isquemia. Os rins
mantém a auto regulacdo da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) independente das
mudancas da pressao arteriolar, enquanto a pressao arterial sistémica flutua entre
80 e 180 mmHg, a TFG permanece constante. Em condi¢des fisiologicas o cortex
renal, onde se encontra a maioria dos glomérulos (unidades de filtragem), recebe a
maior parte do fluxo renal, e a regi&o medular recebe em torno de 10%
(THOMPSON et al., 2007) .

Durante a isquemia renal a diminui¢do do fluxo sanguineo néo é uniforme,
sendo mais proeminente na regido medular que no cértex renal. Quando o
suprimento de sangue torna-se interrompido transitoriamente, os niveis de oxigénio
sdo mantidos através da reducdo da TFG e transportes de solutos nos tubulos
renais. Esse mecanismo protetor é prejudicado pela producéo das espécies reativas
de oxigénio (EROS), que causa uma diminuicdo ainda maior do fluxo sanguineo
medular. O aumento na producédo de EROS leva a uma lesédo endotelial durante a
reperfusdo, responsavel por uma cascata de eventos lesivos ao tecido renal. Além
disso, a consequente resposta inflamatoria também leva a congestdo vascular que
se propaga no ambiente hipdxico e reduz a capacidade de limpeza dos radicais
toxicos. Assim a regiao corticomedular € a regido renal mais vulneravel a lesdo com
a continua hipoperfusao (SUTTON, 2009).

Dessa forma, a hipoperfusdo continua leva a alteragbes vasculares que
incluem desprendimento celular da monocamada endotelial, resultando em aumento
da permeabilidade da barreira endotelial vascular e reatividade. A resposta
inflamatoria gera um aumento de moléculas de adeséo intercelular (ICAM-1, P-e e
E-selectina), que estao relacionadas ao aumento da injuria renal durante a isquemia
(LEGRAND, 2008).
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Esses fatores em conjunto criam um ambiente que levam a uma maior
lesdo tubular renal, diminuicdo TFG e funcao renal, levando consequentemente a
IRC (MUNSHI; HSU; HIMMELFARB, 2011).

A hipotese de hipoxia cronica foi formulada por Fine e colaboradores
(1998) apud Munshi, Hsu e Himmelfarb (2011) ha mais de uma década atras, com
base em achados de biopsia renal em pacientes com IRC, e demonstraram
rarefacdo acentuada dos capilares peritubulurares. Sua hipotese propds que a leséao
glomerular primaria leva a um fluxo reduzido, o que culmina em perda capilar
peritubular. Esse fato cria um ambiente hipdxico que produz uma resposta fibrética,
comprometendo ainda mais os capilares adjacentes. Outra perspectiva € que a
lesdo renal desencadeia uma resposta inflamatoria que recruta citocinas fibroticas,
como fator transformador de crescimento e induz a transformacédo das células
epiteliais e endoteliais renais para miofibroblastos, um processo chamado de
transicdo epitelial mesenquimiais, que leva a produgdo de fibroblastos e
miofibroblastos, com leséo intersticial subsequente e atrofia (YOUHUA, 2010).

A principal caracteristica histopatoldégica da doenca renal crénica é a
fibrose tubulo-intersticial, sendo que o grau de fibrose € o melhor preditor da
progressao para a fase final da doenca renal (SINHA et al., 2009). A perda da
microvasculatura renal cria um ambiente hipdxico e produz a progresséao da fibrose,
rarefacdo dos capilares peritubulares, que pode ser observado em biopsia de
modelos animais (KANG et al., 2002). Em um estudo com modelos animais
observou-se uma relacdo direta entre rarefacdo capilar peritubular e o
desenvolvimento de cicatrizes glomerular e tdbulo intersticial, associado a uma
reducdo permanente da densidade capilar peritubular apés reversdo da isquemia,
sugerindo que a agresséao isquémica leva a um estado hipoxico crénico (BASILE et
al., 2001).

As mitocOndrias sédo importantes alvos do processo isquemia/reperfusao.
Dentro da mitocéndria ocorre uma diminuicdo do NADH, ADP/ATP sintetase,
aumento da fosfolipase, acumulo de célcio e radicais livres produzidos pelas
mitocondrias. A associacdo dessas alteracbes pode ser responsavel pela morte
celular devido principalmente a reperfusdo. Estudos recentes sobre a patogénese da
isquemia renal fazem uma relacdo temporal entre 0s estagios clinicos e as
alteracdes celulares. No rim exposto a isquemia, a deplecéo intracelular é intensa,

ocorre producdo de espécies reativas de oxigénio, lesédo endotelial e ativacdo de
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mecanismos inflamatérios. Em seguida os mecanismos de protecéo intrarrenal sao
solicitados e se a isquemia for interrompida pode ocorrer uma completa
recuperacdo. Caso isso ndo ocorra, a cronicidade da hipdéxia leva a IRC
(DEVARAJAN, 2006; SILVA, 2011).

Como consequéncia a todas essas alteragées no ambiente celular renal e
cronicidade da isquemia/reperfusdo, ocorre os sinais e sintomas caracteristicos da
IRC, conhecidos também como sindrome urémica. Perdas de funcéo renal de até
50% né&o se manifestam clinicamente, porém reducfes maiores causam a Sindrome
Urémica, caracterizada por um conjunto de sinais, sintomas e complicacdes que

atingem praticamente todos os 6rgaos e sistemas do organismo (PALM et al., 2010).

2.3 Manifestacdes Sistémicas da IRC

Os rins tém inameras funcgdes, mas a principal funcdo é manter a
homeostase celular, ideal para o metabolismo dos tecidos. Isso € possivel atravées
do equilibrio do transporte de agua e de soluto, excrecdo de residuos metabdlicos,
conservacao de nutrientes e regulacdo de acidos e bases. O rim também tem uma
funcdo enddcrina e secreta os horménios renina, eritropoetina e dihidroxivitamina D3
para a regulacdo da presséo arterial, producdo de eritrocitos e metabolismo do
calcio, respectivamente. Além disso, quando necessario 0s rins podem sintetizar
glicose a partir de aminoéacidos e realizar o processo de gliconeogénese. Assim a
urina é formada por filtracdo, reabsorcdo e secrecao por glomérulos e tabulos renais
dentro do rim (CHIKOTAS et al., 2006). Quando um desequilibrio das fun¢des do rim
ocorre, desenvolve-se como consequéncia a Sindrome Urémica. Embora os
mecanismos especificos que contribuam para a uremia ou sintomas téxicos sejam
ainda desconhecidos, sabe-se que envolve uma combinacdo de fatores como:
retencdo de moléculas, deficiéncia de hormbnios e fatores metabdlicos
(WOEKENEH; MITCH, 2010).

Os sintomas de fraqueza muscular e fadiga sdo caracteristicos de uma
complicagdo da IRC conhecida como miopatia urémica. Estes sintomas aparecem

frequentemente nos relatos de pacientes com IRC e foram, no passado,
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erroneamente traduzidos como decorrentes da debilidade geral, pobre estado de
saude ou desequilibrio eletrolitico (QUINTANILLHA; SAHGAL, 1984).

2.3.1 Miopatia Urémica

A sindrome da miopatia urémica tem seus primeiros sintomas relacionados a
fragueza da musculatura proximal, afetando principalmente os musculos dos
membros inferiores como flexores, extensores e abdutores do quadril. Os pacientes
relatam também dificuldades na marcha, céimbras, mioclonias e diminuicdo da
capacidade aerdbica (QUINTANILLA; SAHGAL, 1984; MOREIRA; BARROS, 2000).

Existem diversos fatores causais inter-relacionados no desenvolvimento das
alteracbes musculares que acometem o paciente com IRC. Dentre estes se
destacam a diminui¢do da ingestao protéico-caldrica, atrofia de desuso e desbalanco
proteico e muscular, que favorece o catabolismo (SAKKAS et al., 2003). Porém, a
patogenia da miopatia urémica é complexa e envolve fatores que nado estao
totalmente estabelecidos, como a propria toxidade urémica, deficiéncia da vitamina
D (associada a doenca 0Ossea), alteracdes mitocondriais, desnutricdo e atrofia por
desuso, que contribuem para as alteracbes estruturais e funcionais das fibras
musculares. Em andlises histoldégicas de musculos de pacientes urémicos foram
encontrados atrofia das fibras musculares tipo II, reduc&o do leito vascular e capilar,
e aumento da matriz conjuntiva intersticial (CUPISTI et al., 2004; MCINTYRE et al.,
2006).

A alteracdo muscular causada pela auséncia da funcéo renal normal ocorre
principalmente por diminuicdo da sintese de proteina contratii em relagdo ao
aumento da degradacao proteica no musculo. Além disso, alterac6es nas proteinas
mitocondriais levam a diminuicAo da capacidade oxidativa mitocondrial e
consequente perda no fornecimento de energia proveniente da molécula de
adenosina trifosfato (ATP) para a contracdo muscular. Essas alteracbes metabdlicas
sao responsaveis pelo estado de caquexia dos pacientes com IRC, que culminam

com a perda de massa muscular e fragueza muscular (ADEY et al., 2000).



20

Quanto ao tipo de fibra muscular, a do tipo Il é a mais acometida na miopatia
urémica. Quintanillha e Sahgal (1984) observaram que, segundo estudos
consultados, a atrofia muscular era restrita as fibras tipo Il e que apenas um
pequeno numero de fibras tipo | eram acometidas. As alteracbes mais encontradas
foram perda da conformagao poligonal normal e do diametro celular. Outros
achados como nucleo centralizado, acimulo de vacuolos de glicogénio nas fibras
tipo Il foram relatados. Além disso, destacam o acumulo de goticulas de lipidio em

ambas as fibras, tipo | e tipo Il.

2.3.2 Doenca Cardiovascular

Pacientes com IRC sao considerados de alto risco para doencas
cardiovasculares (DCV), responsaveis por 40-50% dos Obitos nessa populacao.
Durante o tratamento conservador de pacientes com IRC, observa-se que o declinio
do ritmo de filtragcdo glomerular estd associado a hipertrofia ventricular esquerda
(HVE). A presenca de HVE, por sua vez, constitui em importante fator independente
de risco cardiovascular para os pacientes com DRC (ARAUJO et al., 2011).

O elevado risco cardiovascular na IRC poderia, em parte, ser explicado
por um sinergismo entre os fatores de risco tradicionais e os denominados emer-
gentes, derivados do estado urémico, o qual predispde aterosclerose acelerada e
mortalidade precoce (LORDSLEEM et al., 2012). Os determinantes da DCV sao
multiplos e incluem os fatores de risco encontrados na populacdo em geral e os
fatores especificos da IRC. A relacdo entre anemia e DCV ja é bem estabelecida e
resulta em alteracdo da estrutura do ventriculo esquerdo (VE) e sua funcdo. Essas
alteracOes levam a uma hipertrofia ventricular esquerda adaptativa, evoluindo para
uma cardiomiopatia descompensada, que predispée a uma ICC, doenca cardiaca
isquémica e morte prematura. Existe associacdo entre anemia da DRC e
desenvolvimento de hipertrofia ventricular esquerda. Podem ocorrer dois tipos de
alteracdes: aumento exclusivo da massa muscular do VE ou dilatacdo do volume
diastélico final do VE. Pode haver um aumento do didmetro da artéria carotida,

aumento da espessura do musculo da camada media e distensibilidade muscular
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reduzida. Quando essas alteragbes sado combinadas com aumento do fluxo
sanguineo visto na IRC, existe risco para aterosclerose. Todas essas alteracdes
levam a um risco cardiaco aumentado (MIRANDA et al., 2009).

No curso da IRC, a calcificacdo vascular € fortemente associada a
eventos cardiovasculares e a morte. Os distdrbios do metabolismo mineral e 6sseo,
caracterizados por alteragcbes nas concentracfes séricas de célcio, fosforo e
paratorménio, associam-se com calcificacdo extradssea, seja arterial, valvular e
miocardica, além de desempenharem importante papel na patogénese da hipertrofia
e fibrose miocardica (LORDSLEEM et al., 2012).

2.3.3 Alteracdes Pulmonares

A relagdo entre o pulmdo e o rim é clinicamente importante para a
manutencdo da homeostasia do organismo. Os pulmdes e os rins trabalham juntos
para manter o equilibrio acidobasico do corpo. Os pacientes com IRC sofrem de um
grande numero de complicacBes relacionadas com o sistema respiratorio
(PIERSON, 2006).

O edema pulmonar e fibrose pleural sdo comuns no estagio final da
doenca renal, no entanto, outras alteracdes pulmonares estdo associadas a IRC,
como: fibrose pulmonar, calcificacéo, hipertensédo pulmonar (KARACAN et al., 2006).
Em um estudo que revisou registros de autdpsias de 20 pacientes com IRC, foram
encontradas doencas agudas e cronicas. As doencas agudas mais comuns eram
pneumonia e sobrecarga de fluido pulmonar, enquanto que as doencas cronicas
mais encontradas foram fibrose intersticial e pleural, calcificacdo e arterosclerose
(FAIRSHTER, 1983).

O edema pulmonar pode ser causado pela hipoalbuminemia,
caracteristica da IRC, que diminui a pressdo osmotica do plasma, forgando o fluido a
sair dos capilares pulmonares. Outro fator que pode contribuir para o edema
pulmonar é o aumento da presséao hidrostatica, que ocorre quando ha associacéao da

Insuficiéncia cardiaca congestiva e IRC. Os pacientes sdo assintomaticos e algumas
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vezes podem ser possiveis auscultar a friccdo dos folhetos pleurais (PIERSON,
2006).

A alteracdo muscular é outro fator que afeta o sistema respiratério do
paciente renal. As toxinas urémicas se acumulam nos mauasculos respiratorios,
levando a fraqueza muscular. Foi observado durante um estudo, que pacientes
dialisados que apresentam uremia crbnica tinham diminuicdo da forgca e resisténcia
dos mdusculos respiratérios (BARK et al., 1988). Portanto, a Miopatia Urémica
também afeta os musculos respiratorios. A alteracdo muscular respiratéria foi
confirmada em um estudo com ratos urémicos. Neste estudo realizaram a
dissecacdo do musculo so6leo e do diafragma de ratos urémicos e normais,
realizando entéo a estimulacdo com eletrodos. Observou-se que ambos os musculos
sdo acometidos pela miopatia urémica, porém o diafragma € afetado em maior grau
no estagio final da doenca, enquanto que o musculo séleo é afetado em estagios
iniciais da IRC. Os autores sugeriram entdo que o diafragma é mais resistente aos
efeitos da miopatia urémica devido sua continua atividade no suporte ventilatorio
(TARASUIK; HEIMER; BARK, 1992). Esse fato sugere que a atividade fisica pode
retardar os efeitos da miopatia urémica no musculo esquelético.

Dessa forma, todas essas alteracdes levam a uma alteracdo dos volumes
e capacidade pulmonares, interferem nas vias de transporte de oxigénio,

comprometendo a adequada distribuicdo de oxigénio aos tecidos.

2.4 Avaliagcao da Funcgéo e Lesao Renal

A avaliacdo da progressdo da IR é baseada nos sinais, sintomas e
histdria clinica do paciente. Em geral, os exames laboratoriais que avaliam a fungéo
renal tentam estimar a taxa de filtracdo glomerular (TFG), definida como o volume
plasmatico de uma substancia que pode ser completamente filtrada pelos rins em
uma determinada unidade de tempo. A TFG é uma das mais importantes

ferramentas na andlise da funcéo renal, sendo também um indicador do nimero de
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néfrons funcionais. Como medida fisiologica, ela ja provou ser o mais sensivel e
especifico marcador de mudancas na fungéo renal (SODRE, COSTA, LIMA, 2007).

Quando a TFG permanece abaixo de 75 ml/min e creatinina sérica 1,5
mg/dL em mulheres e 2,0mg/dL em homens geralmente € indicativo de IR . A dialise
€ iniciada quando a TFG cai para 10 e 15ml/min e a creatinina sérica atinge 8 mg/dL
(CHIKOTAS et al., 2006).

As manifestacbes clinicas da IR sao incipientes, silenciosas e se
confundem com sinais clinicos de diversas outras morbidades, sendo
frequentemente percebidas quando constatadas alteracdes em exames laboratoriais
de rotina, como a uréia e principalmente a creatinina (MAGRO; VATTIMO, 2007).

A uréia é um metabdlico nitrogenado, derivado da degradacdo de
proteinas pelo organismo, sendo 90% excretados pelos rins e o restante eliminado
pelo trato gastrintestinal e pela pele. A principal utilidade clinica da uréia esta na
determinacdo em conjunto com a creatinina. A razao uréia sérica/ creatinina pode
indicar estados patoldgicos diferentes. Em valor abaixo do esperado ela pode ser
encontrada em patologias como a necrose tubular aguda, baixa ingestdo de
proteinas, condicbes de privacdo alimentar ou reducdo da sintese de uréia por
insuficiéncia hepatica. A analise dessa razdo elevada, com a creatinina dentro do
valor de referéncia, indica processos que levam a diminuicdo do fluxo sanguineo
renal, aumento na ingestdo proteica, ou sangramento gastrintestinal; e com a
creatinina acima do valor normal, denota processos obstrutivos pds-renais, como
tumores ou estenose de vias urinarias (SODRE; COSTA, LIMA, 2007).

A creatinina € um produto residual da creatina e sua transformacao
acontece no tecido muscular, no qual 1% a 2% da creatina livre se converte
espontanea e irreversivelmente em creatinina todos os dias. Assim, a quantidade de
creatinina produzida é dependente da massa muscular e ndo apresenta grandes
variagOes diarias, sendo filtrada livremente no glomérulo. Em termos gerais, 7%-
10% da creatinina presente na urina € secretada. Apesar de algumas limitacdes do
Seu uso, a creatinina tornou-se um biomarcador quase universal para a avaliagao da
FG, sendo possivel ndo sé o diagnostico de doenca renal, como o monitoramento
preciso da progresséao da doenca (KIRSZTAJN; BASTOS; ADRIOLO, 2011).
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2.5 EXERCICIO FiSICO NA IRC

A importancia da atividade fisica para a manutencdo da salude € cada vez
mais evidente. Em muitas partes do mundo, as atividades ocupacionais de grande
parte da populagdo sdo cada vez mais sedentarias. Nesses ambientes, a
substituicdo de algum nivel de lazer ou exercicio programado pode conferir beneficio
para a manutencao da saude (HENRIQUE et al., 2009).

No que diz respeito a IRC, ndo € claro em que medida o declinio da
func@o muscular € um resultado direto das altera¢gdes relacionadas com a doenca na
fisiologia do musculo esquelético, em oposicdo a reducdo da atividade fisica e ma
nutricdo. No entanto, um crescente consenso emergiu que a funcdo muscular
diminui decorrente de distirbios que podem ser melhorados de forma independente
das estratégias que abordem a doenca priméaria subjacente. (ADAMS; VAZIRI,
2006). Ha um crescente corpo de evidéncias que o exercicio fisico programado pode
trazer beneficios significativos.

O exercicio resitido € uma forma de treinamento de forca contra uma
resisténcia, usado para desenvolver a forca e o tamanho dos musculos
esqueléticos. Corretamente realizado, pode proporcionar significativos beneficios
funcionais e de melhoria na salude e bem-estar. O treinamento de resisténcia ndo
deve ser confundido com musculacdo, levantamento de peso, que envolvem
diferentes tipos de treinamento de forca. Uma gama completa de movimento é
importante no treinamento de resisténcia, porque a sobrecarga muscular ocorre
apenas nos angulos especificos comuns onde o0 musculo é trabalhado. O
treinamento aerobico (por exemplo, esteira ergométrica) € um exercicio que melhora
0 consumo de oxigénio no metabolismo do corpo ou processos de geracao de
energia. Além disso, diminui a resisténcia a insulina, aumentam for¢a e resisténcia
muscular, melhora a flexibilidade, altera a composicdo corporal (particularmente
aumenta a perda de gordura), e também diminui os fatores de risco para doenca
cardiovascular (AFSHAR et al., 2010).

Ha muito interesse nos efeitos do exercicio aerobico e de resisténcia
(forca) na doenca renal cronica. Estas medidas podem diminuir a morbidade e a
mortalidade, reduzindo a inflamacéo, o estresse oxidativo e a disfungcéo endotelial.

Em algumas doengas cronicas o exercicio aerobico e treinamento de resisténcia tém
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sido relatados ter uma influéncia benéfica sobre citocinas inflamatorias, resisténcia &
insulina, obesidade, doencas cardiovasculares, porém ainda ndo € claro se esses
beneficios do exercicio fisico podem favorecer os pacientes com IRC. Em virtude
disso é possivel que a reabilitacdo renal ainda néo seja usada de forma regular
(MOINUDDIN; LEEHEY,2008).

A IRC esta associada com niveis aumentados de circulagdo citocinas
pré-inflamatérias e outros marcadores de inflamacdo. Neste sentido Castaneda e
colaboradores (2004), realizaram um estudo randomizado de 12 semanas de
treinamento com exercicio de resisténcia, 3 vezes por semana em 26 pacientes com
IRC. Além da analise de resultados relacionados de tamanho e for¢ca muscular, eles
mediram PCR ( proteina C-reativa) e IL-6 (interleucina 6) antes e ap0ds a intervencgao
e observou uma diminuicdo desses niveis, além da hipertrofia muscular e aumento
da forga.

Em uma revisao realizada por Johansen e Painter (2012) constatou-se
gue o exercicio fisico aerdbico pode levar a uma diminuicdo da pressédo sanguinea,
niveis de colesterol e do estresse oxidativo indicado por diminuicdo nos produtos de
peroxidacao lipica. O exercicio fisico conduz também a uma menor proteinuria e um
menor indice de esclerose glomerular em ratos apos nefrectomia. Além disso,
observou-se que nenhum estudo examinou o efeito do treinamento fisico sobre as
alteracdes da funcado renal com rigor suficiente para ser conclusivo, porém ressalta
gue nenhum estudo até hoje demonstrou um efeito negativo do exercicio na
progressao da IRC.

Segundo Adams e Vaziri (2006), o exercicio fisico pode causar alteracdes
agudas na hemodialise renal, o que pode resultar em uma queda transitoria na taxa
de filtracdo glomerular e retencédo de fluidos em pacientes com IRC. No entanto
essas alteracdes ndo aparecem para exarcebar uma disfuncdo renal preexistente.
Por outro lado o exercicio regular pode atenuar a degradacao da proteina muscular
e levar a uma melhor absorcédo dos aminoacidos essenciais e producédo de proteina
muscular, reduzindo a atrofia muscular (IKIZLER, 2004).

Em um estudo realizado por Headley e colaboradores (2002) durante 12
semanas, constatou-se que o treinamento fisico levou a um aumento significativo na
forca de musculos dos membros inferiores em pacientes que realizavam

hemodidlise. Além disso, histologicamente o treinamento de resisténcia levou a
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hipertrofia do musculo esquelético demonstrada por reducdo do namero de fibras
atroficas e aumento significativo nos tipos de fibras | e 1l (KOUIDI et al., 1998)

Em uma revisdo de literatura realizada por Kosmadakis e colaboradores
(2010), sobre o efeito do exercicio fisico na doenca renal crénica severa, constatou
que o exercicio aerdbico levou a uma melhora da fungéo cardiaca (fracdo de ejecao,
volume sistdlico e debito cardiaco), reducdo da pressao arterial diastolica e sistdlica,
diminuicdo dos niveis de colesterol e triglicerideos com incremento da lipoproteina
de alta densidade (colesterol bom) associado a diminuicdo da rigidez arterial, além
da melhoria dos sintomas de depressao e qualidade de vida. Em conformidade com
esses achados clinicos na publicacdo para identificacdo precoce e tratamento da
IRC do Royal College of Physicians (2008), encontra-se a recomendacao para
incentivar as pessoas com IRC a praticarem exercicios.

Um estudo demonstrou aumento significativo na eficiéncia da hemodialise
com o exercicio aerobico. Apos uma sessdo HD, uréia, creatinina, potassio e toxinas
urémicas sdo lentamente transferidas dos tecidos mal perfundidos (especialmente
musculos inativos) para a circulacdo. Uma Unica sessao de exercicio aerébico reduz
o rebote da uréia, creatinina e potassio, possivelmente devido ha perfuséo
aumentada do musculo esquelético (PARSONS; TOFFELMIRE; VLACK, 2006).

Apesar da crescente evidéncia dos efeitos benéficos do exercicio na IRC,
nao ha protocolos especificos para a pratica do exercicio fisico nesta populacao.
Geralmente as pessoas com IRC devem ser instruidas a iniciar uma rotina de
atividade fisica segundo o nivel de aptiddo fisica e condi¢cdo clinica. Para pacientes
que ndo possuam contra indicacdo para a pratica de exercicio, o treinamento
aerobico deve ser praticado por 30 minutos com intensidade moderada durante 5
dias por semana. Pacientes com IRC mais severa devem iniciar o exercicio com
uma intensidade mais baixa e acumular multiplas sessdes de exercicio durante o dia
(10 minutos). O treinamento resistido deve ser gradual e ser praticado pelo menos 2
vezes por semana associado ao exercicio de flexibilidade diariamente (JOHANSEN,
2008).
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3. OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito do exercicio fisico resistido e exercicio fisico aerdbico,
através da analise histopatoldégica (muscular, renal, pulmonar e cardiaca) e
bioguimica sanguinea (uréia, creatinina) em um modelo animal de insuficiéncia renal

cronica em coelhos Nova Zelandia Branco.

3.1 Objetivos Especificos

e Desenvolver um modelo experimental de insuficiéncia renal cronica em
coelhos;

e Analisar alteracfes histopatoldgicas em rins, cora¢ao e pulmao;

¢ Analisar o efeito exercicio fisico aerdbico e resistido;

e Determinar a influéncia do exercicio fisico sobre os niveis de creatinina e

uréia;
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4 METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Foi utilizado nesta pesquisa o0 estudo experimental com uso de animais. A

pesquisa foi aprovada pelo Comissédo no Uso de Animais (Anexo A).

4.2 Amostra

Foram utilizados 28 coelhos da variedade Nova Zelandia Branco, com
peso entre 2,5 a 3 kg, procedentes do criadouro da Universidade Estadual de
Maringd — UEM. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente
com euxastdo e ventilagdo constante e temperatura apropriada, com livre acesso a

agua e racao comercial.

4.3 Delineamento

Inicialmente os 28 animais foram submetidos a coleta de sangue (uréia e
creatinina) e em seguida cirurgia de isquemia e reperfusdo para induzir IRC. Apés o
procedimento cirargico os coelhos permaneceram em observacdo por 6 semanas
até que se constatassem alteragdes renais através da analise de uréia e creatinina.
Decorrido esse periodo, os animais foram distribuidos em dois grupos de 10 e um
grupo de 8 coelhos por distribuicdo randomizada para a realizacdo do exercicio

fisico.
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4.3.1 Distribuicdo dos Grupos

Os coelhos foram distribuidos de forma randomizada em 3 grupos:

Grupo Exercicio Aerdbico (GA): formado por 10 coelhos que realizaram o exercicio
aerobico em esteira. O treino aerobico era realizado por 15 minutos ou era
interrompido quando os coelhos apresentavam sinais de exaustdo. O treinamento foi
realizado diariamente por 5 semanas.

Grupo Exercicio Resistido (GR): formado por grupo de 10 coelhos que realizaram
treinamento em rampa de madeira. O treinamento resistido era realizado induzindo o
animal a subir a rampa, com estimulo tatil. Foram realizados 15 repeticdes do
exercicio diariamente por 5 semanas.

Grupo Controle (GC): fizeram parte deste grupo 8 animais que permaneceram

sedentarios e que nao praticaram nenhuma atividade.

4.4 Procedimentos

4.4.1 Pré — anestesia

Para realizar a coleta de sangue e procedimento cirlrgico proposto
utilizaram-se os seguintes medicamentos pré-anestésicos: acepromazina (0,05g/Kg)
associado a butorfanol (1mg/Kg) por via intramuscular 15 minutos antes da

anestesia.
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4.4.2 Primeira Coleta de sanque: momento pré-operatorio

Antes da realizacdo do procedimento de isquemia e reperfusao renal
realizou-se coleta de sangue para dosagem de creatinina e uréia, caracterizando
valores de referéncia para animais saudaveis. A coleta de sangue foi obtida por
puncédo cardiaca, apos pré - anestesia, feita pelo Veterinario responsavel técnico da
pesquisa. Para coleta utilizou-se os seguintes materiais: seringa descartavel, agulha
25/7, descarpak, tubo para coleta de sangue com anticoagulante, algoddo e &lcool

70%, luvas de procedimento.

4.4.3 Cirurgia: Isguemia e Reperfusdo Renal

A cirurgia para induzir o modelo animal de insuficiéncia renal foi realizada
no centro cirdrgico do Hospital Veterinario da Universidade da Grande Dourados —
UNIGRAN. O procedimento foi realizado pelo Veterinario responsavel técnico da
presente pesquisa e a equipe de veterinarios do Hospital Veterinario.

Para a anestesia foram utilizados os seguintes medicamentos: anestésico
dissociativo (Cloridrato de tiletamina e Cloridrato de Zolazepam) na dose de 5mg/Kg
por via intramuscular.

A inducdo da leséo renal foi realizada utilizando a técnica de isquemia e
reperfusdo renal. Apds laparotomia nos coelhos realizou-se clampeamento do
pediculo vascular do rim esquerdo, por vinte minutos, para gerar isquemia renal.
ApoOs esse periodo procedeu-se a remocdo dos clampes e reperfusdo do rim

esquerdo. Foi feita sintese por planos com fio de mononylon 4-0.
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4.4.4 P6s — Operatério

Em seguida ao término da cirurgia os coelhos receberam administracédo
de analgésico butorfanol (1mg/Kg) durante 3 dias e cuidados com a ferida cirargica.
Apés o procedimento cirdrgico 0os animais permaneceram em observacdo por 6
semanas dias recebendo cuidados diarios de higiene e livre acesso a racao

comercial e agua.

4.4.5 Sequnda Coleta de Sangue: Momento Pré-intervencao

Apoés os 6 semanas de observacgéo, os coelhos foram submetidos a nova
coleta de sangue a fim de detectar alteracBes nos niveis de uréia e creatinina, e
dessa forma caracterizar a lesdo renal para entéo iniciar os exercicios fisicos. Essa

coleta seguiu moldes da primeira coleta de sangue.

4.5 Protocolo de Exercicio Fisico

O Treinamento aerdébico dos animais foi realizado utilizando esteira
elétrica, marca Movement Technelogy com velocidade de 1km/h. Para direcionar 0os
animais durante o exercicio foi confeccionado uma caixa de madeira com quatro
reparticoes, e colocada em cima da esteira. Cada coelho ocupava uma reparticao e
assim tinha que seguir uma unica direcédo durante o exercicio. Os coelhos realizaram
treinamento por 15 minutos, com frequéncia de 5 vezes por semana durante 5
semanas. O exercicio era interrompido quando 0s animais apresentavam sinais de

exaustao (Figura 1).



32

Figura 1 - Animais dentro da caixa de contencao
sobre a esteira elétrica na pratica de
exercicio aerébico.

Para a realizacdo do treinamento resistido foi utilizado uma rampa
confeccionada em madeira medindo 2,20 x 1,10 cm e inclinacdo de 45° (Figura 2).
Para que os animais realizassem a subida utilizou-se o estimulo tatil na regido
glutea. Foi realizado 15 repeti¢cdes , com freqiéncia de 5 vezes por semana durante
5 semanas. Os coelhos foram previamente adaptados (uma semana) ao exercicio e

eguipamentos antes do inicio do treinamento.

Figura 2 — Rampa de madeira utilizada para o

exercicio resistido dos animais.
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4.6 Terceira Coleta de Sangue: Momento Pds-intervencao

Apoés 5 semanas de treinamento, procedeu-se nova coleta de sangue para
dosagem de uréia e creatinina. O procedimento decorreu conforme descrito na
primeira coleta e teve objetivo de identificar possiveis altera¢cdes nas concentracdes
de uréia e creatinina induzidas pelo exercicio fisico. Em seguida foi realizada a

eutanasia dos animais.

4.7 Eutandasia

A eutanasia dos animais foi realizada mediante dose letal de barbittrico

intravenoso (100mg/kg).

4.8 Coletas de Amostras

Apés eutandsia dos animais, foram retiradas amostras de pecas
anatdmicas para histopatologia. Foram coletadas porcdes das seguintes estruturas:

musculo gastrocnémio, quadriceps e diafragma, rim, pulméo e coracao.
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4.9 Preparo Histolégico

Apos a coleta do material histopatoldgico, as pecas foram mergulhadas em
formol a 10% e entdo processadas para blocagem em parafina (5 cm). Em seguida
as pecas foram cortadas em micr6tomo na espessura de 5 micrémetro e coradas

com Hematoxilina e Eosina — HE.

4.10 Anédlises histopatoldgicas

As laminas histologicas foram avaliadas por patologista através de
microscopio eletrébnico Nikon Eclipse E 200 . As andlises das laminas foram
utilizadas para constatar a presenca ou auséncia de lesdes renais, bem como lestes
em oOrgdo distantes (coracdo e pulm&o) caracteristicas da Insuficiéncia Renal
Cronica. Além disso, foram analisadas as fibras musculares do mausculo
gastrocnémio, para detectar possiveis alteracdes decorrentes da miopatia urémica, e

que poderiam ser alteradas com a pratica do exercicio fisico.

4.12 Anéalise Estatistica

Para andlise estatistica das variaveis quantitativas, os resultados foram
expressos em médias e desvios-padrdo. Os resultados das variaveis qualitativas
foram expressos em porcentagem. Para comparacao de medidas repetidas, utilizou-
se a analise de variancia ANOVA (two-way), seguida do teste post hoc de Tukey
Test . Significancia estatistica foi estabelecida para a = 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

O modelo animal de IRC em coelhos Nova Zelandia Branco apresentou
boa sobrevida e possibilitou coletas de sangue consecutivas sem comprometer a
volemia do animal. Durante a cirurgia o rim esquerdo apresentou uma alteragdo na
coloracgéo, apés 20 minutos, devido o processo de isquemia renal (Figura 3). Dos 28
coelhos que foram submetidos a cirurgia de isquemia e reperfusdo renal, onze
animais foram a 6bito no seguimento da pesquisa e foram excluidos das analises
finais. Dessa forma ao término do experimento o GC, CA e GR ficaram com 6,5 e 6

animais respectivamente

Figura 3 — Coloracdo do rim esquerdo apés

20 minutos de isquemia renal

As analises foram realizadas considerando o momento da coleta para
todos os grupos. Assim foram divididos em momento pré-operatério da cirurgia de
isquemia e reperfusdo, momento pré-intervencéo que se refere ao periodo apés 45
dias da cirurgia e pré — treinamento fisico e momento pés- intervencao que refere-se
ao periodo apdés 5 semanas de treinamento fisico e pré — eutanasia. Os valores
referentes aos niveis de uréia e creatinina estdo apresentados na tabela 01 e 02,

consecutivamente.
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Tabela 1 - Média e Desvio padrdo dos niveis de uréia para todos 0s grupos

Grupos Pré - Operatério  Pré - Intervencdo  POs - Intervencao
Controle 29,00+6,78 40,40+3,54*# 35,17+6,08
Exercicio Aerdbico 32,22+4,35 38,14+3,64*# 30,78+6.34
Exercicio Resistido 30,44+3,13 40,25+3,95*# 31,62+5,05

*Valores de uréia estatisticamente significativo para todos 0s grupos no momento pré-intervencao em
relagdo ao momento pré-operatorio (p<0,05).

# Valores de uréia estatisticamente significativo para todos 0s grupos no momento pré-intervengéo
em relagdo ao momento pés-intervengéo (p<0,05).

Os niveis de uréia no momento pré-operatorio sdo valores para animais
saudaveis e representam valores de normalidade para todos os grupos. No
momento pré-intervencdo, houve um aumento estatisticamente significativo (p<0,05)
dos niveis de uréia em relacdo ao momento pré-operatério, demonstrando uma
alteracdo na filtracdo renal desse metabdlico. No momento poés-intervencdo, os
valores de uréia apresentaram um declinio, quase voltando aos valores coletados no
momento pré-operatério. Houve uma diferenca significativa (p<0,05) dos niveis de
uréia no momento pré-intervencdo, em relacdo ao momento pos-intervencao,ou
seja, esses valores eram significativamente maiores apds 6 semanas de cirurgia,

porém voltaram a diminuir apos o treinamento fisico.

Tabela 2 - Média e desvio padréao dos niveis de creatinina para todos 0s grupos

Grupo Pré —operatério Pré -intervencdo Pds-Intervencéo
Controle 0,97+0,12 1,23+ 0,26 1,97 + 1,06
Exercicio Aerébico 1,02 £ 0,20 1,14 + 0,09 1,32 £ 0,13*
Exercicio Resistido 1,03+ 0,16 1,08 + 0,05 1,85 + 1,23*

* Valores de creatinina estatisticamente significativo para todos os grupos no momento pés-
intervencdo em relagdo ao momento pré-operatorio (p<0,05).
# Valores de creatinina estatisticamente significativo para todos 0s grupos no momento pos-

intervencdo em relagdo ao momento pré- intervengéo (p<0,05).

Os niveis de creatinina no momento pré-operatorio representam valores
de normalidade para esses animais. No momento pré-intervengdo, 0s niveis de

creatinina apresentaram um aumento, porém ndo foram estatisticamente



37

significativos. No momento pdés-intervencdo, os niveis de creatinina estavam mais
elevados, sendo estatisticamente significativo (p<0,05), em relacdo ao momento pré-
operatorio e pré - intervencdo. Esse valor pode demonstrar o declinio da filtracao
glomerular com o passar do tempo. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa dos niveis de creatinina entre 0s grupos, porém o grupo controle e grupo
que praticaram exercicios resistidos apresentaram niveis de creatinina mais
elevados que o grupo que praticou exercicio aerébico.

As analises histopatolégicas demonstraram lesdes no tecido renal. As
lesbes apareceram no rim esquerdo e rim direito. As alteracdes estdo relacionadas
abaixo (tabela 3). Os valores estdo apresentados em porcentagem de ocorréncia

nos animais, considerando a divisdo dos grupos de intervencao.

Tabela 3 - Distribuicdo percentual das alteracbes histopatologicas renais

encontradas nos animais por grupo de intervengao

Rim Direito Rim Esquerdo

AlteracBes Histopatoldgicas GC GA GR GC GA GR

(n=6)  (n=5)  (n=6) (n=6)  (n=5) (n=6)
Congestao Medular e Cortical 83,4 60,0 66,7 334 40,0 334
Infiltrado Linfoplasmocitario 16,7 20,0 16,7 0 20,0 16,7
Degeneracao Hidrépica Células 0 0 16,7 33,3 20,0 50,0
Tubulares
Aumento do Espaco de Bowmann 0 0 16,7 20,0 O
Retracdo Glomerular 0 334 O 0
Replecéo dos Capilares Glomerulares 0 20 0 0 0 0
Glomerulonefrite 40 0 0 20 0 16,7
Atrofia Glomerular 0 0 0 0 40 66,7
Fibrose 0 0 0 0 20 16,7

Altera¢@es histopatol6gicas em rim direito e esquerdo.Grupo Controle (GC), Grupo aerébico (GA),
Grupo resistido (GR).
n — Namero de animais

De acordo com as analises das laminas histopatolégicas foi possivel
observar congestdo medular e cortical em rim esquerdo e direito (Figura 4), atrofia
glomerular e degeneracdo hidropica no rim esquerdo (Figura 5) e glomerulonefrite

no rim Direito (Figura 6).
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Figura 4 — Fotografia de lamina histopatolégica do rim esquerdo (A) e rim direito (B)

mostrando congestdo medular e cortical (aumento 10x HE).

Figura 5 — Fotografia de lamina histoldgica do rim esquerdo mostrando atrofia glomerular (C) e

degeneracdo hidrépica (D) de células tubulares (aumento 40x HE).

Figura 6 — Fotografia de lamina histologica do rim
direito mostrando Glomerulonefrite.
(aumento 10x HE).
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Foram encontradas alteracdes histopatolégicas em coracdo e o pulmao
dos animais (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicdo Percentual das alteracdes histopatoldgicas cardiacas e

pulmonares encontradas nos animais por grupo de intervencao

Coracao
Alteracdes Histopatoldgicas GC GA GR
(n=6) (n=5) (n=6)
Necrose Ventriculo Esquerdo 33,3 60,0 88,3
Necrose Ventriculo Direito 16,7 0 0
Congestéao 33,3 20 0
Acumulo de Células 0 20 0
polimorfunucleares
Infiltrado Linfocitario 0 0 16,7
Pulméo
GC GA GR
(n=6) (n=5) (n=6)
Congestao Pulmonar Difusa 100 0 0
Atelectasia Difusa 88,3 40 33,3
Hemorragia Intrabronquial 0 20 0
Replecéo de Capilares Alveolares 0 0 16,7
Hemorragia Multifocal 0 0 16,7
Broncopneumonia Supurativa 0 0 16,7

Alteracdes histopatoldgicas em rim direito e esquerdo. Grupo Controle (GC), Grupo aerébico (GA),

Grupo resistido (GR). n — NUumero de animais

Os principais achados histolégicos incluem Necrose do ventriculo

esquerdo (Figura 7) e atelectasia pulmonar difusa (Figura 8)
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Figura 7 - Fotografia de lamina histolégia
mostrando necrose de ventriculo
esquerdo (aumento 40x HE)

Figura 8 — Fotografia de lamina histolégia
mostrando atelectasia pulmonar
difusa (aumento 10x HE).

Todos os animais do GC apresentaram comprometimento pulmonar
associado as alteracfes renais. As analises musculares apresentaram integridade
das fibras musculares e auséncia de atrofia muscular detectavel pelo método de

preparacao histologica — HE.
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6 DISCUSSAO

A escolha dos coelhos para a realizacdo deste experimento se deve a
melhor sobrevida desses animais ap0s a inducéo da insuficiéncia renal crénica, pois
segundo estudo, esses animais oferecem uma janela terapéutica de 12 semanas, o
gue possibilita o treinamento muscular. Ao considerar a expectativa de vida de um
coelho, em torno de sete a oito anos, aproximadamente dez vezes menor do que
dos seres humanos, pode-se analogamente supor que o intervalo de observacédo de
12 semanas equivale a dois anos e meio de vida em anima maobile, o que caracteriza
tempo suficiente para instalacdo da IRC. Além disso, apresentam uma maior
volemia, comparados com os ratos, facilitando a retirada de amostras para as
analises bioquimicas (COSTA et al., 2009). No presente experimento foi possivel
realizar coletas consecutivas de sangue para andlises bioquimicas sem
comprometer a vida dos animais, que permaneceram viaveis em torno de 11,5
semanas até a eutanasia. Os trabalhos experimentais sdo fundamentais para que
hip6teses possam ser mais bem estudadas e fatores de potencial interferéncia
possam ser controlados. Formam a base para que ensaios clinicos possam ser
delineados com menor risco para 0s pacientes.

O valor de normalidade para uréia e creatinina tem uma grande variacdo
na literatura, entretanto os valores encontrados inicialmente no experimento estao
préximos aos obtidos por Emanuelli e colaboradores (2008), que encontrou como
valores normais para uréia em coelhos 36,44+10,66 e para creatinina 0,94 +0,22.
Segundo esses autores condigbes diferenciadas de clima e instalagdo podem
interferir nestas variaveis.

Apoés primeira coleta de sangue os animais passaram pelo procedimento
cirrgico de Isquemia e Reperfusdo renal, para induzir o modelo animal de
Insuficiéncia Renal Cronica Experimental. Assim realizou-se o campleamento do
pediculo renal esquerdo por 20 minutos. Acreditava-se que em contraste com o
coracdo e o cérebro, os rins poderiam recuperar-se completamente de um insulto
isquémico. Entretanto isso tem ocorrido com menos frequéncia, sendo reconhecido
que leséo por isquemia/reperfusdo (mais que 20 minutos) pode levar a IRC (ISHANI
et al.,, 2009). Um estudo realizado por Thompson e colaboradores (2007) sobre o

impacto clinico relacionado ao tempo de isquemia renal, sugere que O
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campleamento vascular do pediculo renal estd associado com aumento do risco de
deterioragédo cronica da funcéo renal. Este estudo demonstrou que isquemia por
mais de 20 minutos esta associado ao desenvolvimento de IRC. Danos irreversiveis
ocasionados pelo processo de isquemia ocorrem apos 30 a 45 minutos. No
experimento proposto por esta pesquisa, a isquemia renal durou 20 minutos, esse
tempo foi suficiente para gerar lesées comprovadas pelas andlises histopatologicas.

A leséo renal por isquemia/reperfusédo é resultado de uma deficiéncia de
oxigénio e liberagdo de nutrientes para a remocdo de residuos. Ha uma
incompatibilidade entre a demanda e oferta de O, associado ao acumulo de
substéancias, produtos do metabolismo. Como resultado do desequilibrio, as células
do epitélio tubular renal sofrem danos graves, como morte por apoptose e necrose
celular, gerando perturbacdes da homeostase da agua e eletrélitos e consequente
reducdo da excrecdo de residuos de produtos do metabolismo (BONVENTRE;
YANG, 2011).

Uma razdo para a sensibilidade renal a isquemia € que a
microvasculatura renal é altamente complexa e deve atender a uma demanda de
alta energia. Esse delicado equilibrio entre oferta e demanda de O, é facilmente
pertubado em casos de isquemia (SUTTON, 2009). Segundo Bonventre e Yang
(2011) durante o processo de isquemia/reperfusao o fluxo de sangue para a medula
renal é reduzido desproporcionalmente para a reducdo da perfusdo renal. O
endotélio vascular é lesado e pequenas arteriolas renais sofrem vasoconstricdo em
resposta a niveis teciduais elevados de mediadores quimicos da inflamacéo
(endotelina-1, angiotensina Il, tromboxano A2 ' leucotrienos) e estimulagcdo do
Sistema Nervoso Periférico. Além disso, ocorre diminuicdo da resposta
vasodilatadora das arteriolas, pelo declinio do oxido nitrico e outras substancias
vasodilatadoras, associado ao aumento de citocinas vasoativas (TNF-a, IL,
endotelina), gerando como resultado ativacdo e adeséo de leucdcitos no endotélio. A
formacéo de edema contribui ainda mais para a vasoconstri¢cdo arteriolar, resultando
na interferéncia do fluxo sanguineo para o tubulo proximal e alga de henle, que ja
sao normalmente hipdxicos devido as propriedades de permuta com 0s vasos retos
renais.

Clinicamente todas essas alteracdes traduzem um aumento da lesao
durante a fase de reperfusédo, quando o consumo de O, aumenta com a demanda do

transporte tubular. Dessa forma a leséo inicial leva a uma cascata de eventos que
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culminam em lesdo vascular, congestdo vascular e redugdo da capacidade de
neutralizar os radicais toxicos (MUNSHI et al., 2011). A filtracdo renal € prejudicada
levando ao aumento progressivo dos niveis de uréia e principalmente de creatinina,
fato esse confirmado no presente experimento, pois 0s niveis de creatinina do GC
sofreram um aumento gradativo com o passar do tempo, demonstrando a queda da
TFG causada pela lesao de isquemia/reperfuséao.

Dessa forma ao analisar os dados obtidos na presente pesquisa em
relacdo a uréia e creatinina dos animais pode-se constar que apés 6 semanas da
cirurgia de isquemia e reperfusdo renal as concentragbes séricas de uréia e
creatinina dos coelhos aumentaram condizentes com diminuig&o da filtrag&o renal.

No entanto os niveis de uréia apresentaram um declinio com o passar do
tempo, quase voltando aos valores obtidos no momento pré-operatério, apos o
periodo de exercicio fisico, sendo mais intenso no grupo aerébico e grupo resistido
do que no grupo controle. Tal melhora nos animais que realizaram exercicio fisico
pode ser atribuida ao aumento do fluxo sanguineo durante o exercicio, que eleva a
perfusdo muscular e consequentemente melhora a filtracdo renal desse soluto, ja
que 40% da uréia sdo reabsorvidas pelos tubulos renais (PERES et al.,, 2009;
EMANUELLI et al., 2008).

A creatinina é utilizada como indice de funcao renal, devido a constancia
de formacéo e excrecdo. Em virtude da sua relativa independéncia a fatores como
dieta, grau de hidratacdo e metabolismo das proteinas, € um teste de triagem renal
confiavel (KIRSZTAJN; BASTOS; ANDRIOLO, 2011). E derivada da creatina e da
fosfocreatina durante o metabolismo muscular e também é excretada pelos
glomérulos renais (SODRE; COSTA; LIMA, 2007).

No presente experimento, quando iniciou os exercicios fisicos com o0s
coelhos, os niveis de creatinina estavam alterados, porém ainda ndo eram
estatisticamente diferentes em relacdo ao momento pré-cirurgia. Ao final das 5
semanas de treinamento fisico o0s niveis séricos de creatinina continuaram alterados,
sendo que neste momento eram significativamente diferentes em relagéo aos outros
momentos. Esse aumento gradativo da creatinina aconteceu em todos os grupos de
intervencédo. Entretanto, houve uma tendéncia dos niveis de creatinina serem maior
Nno grupo controle e grupo exercicio resistido do que no grupo exercicio aerébico. O
aumento da creatinina no grupo controle pode estar ligado & queda da filtragdo

glomerular com o passar do tempo, demonstrando que a lesdo por isquemia e
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reperfusdo renal, gradativamente levou ao comprometimento renal. Para cada
reducdo de 50% da taxa de filtragdo glomerular, a concentracdo sérica de creatinina
pode duplicar (STEVENS et al, 2010).

Ha muito interesse nos efeitos dos exercicios aerobicos e de resisténcia
na doenca renal cronicas com o objetivo de reduzir a morbidade e mortalidade,
reduzindo o stress oxidativo, inflamacéo e disfuncao endotelial. O exercicio aerdbico
e treinamento de resisténcia foram reportados ter uma influéncia benéfica sobre
citocinas inflamatoria, resisténcia a insulina, obesidade, fatores de risco doencas
cardiovasculares, microalbuminirica e anemia relacionada a doencga crénica. N&o
estd claro se os beneficios relacionados ao exercicio fisico estendem-se para
pacientes com IRC. Possivelmente por causa dessa incerteza que a reabilitacdo
fisica renal raramente € usado em pacientes com IRC. Entretanto especialistas em
reabilitacdo renal recomendam que um bom programa de exercicios deve combinar
treinamento aerdbico e de resisténcia para que o catabolismo possa ser revertido
(MOINUDDIN; LEEHEY, 2008).

A Insuficiéncia renal leva a uma gradativa perda de massa muscular,
devido o aumento da degradacao muscular de proteinas, diminuicdo da sintese de
proteina muscular, ou uma combinacdo de ambos os fatores (ADEY et al., 2000).
Alguns estudos tém testado a eficacia do exercicio resistido e consistentemente tem
demonstrado que o treinamento de resisténcia muscular aumenta a massa
muscular, melhora a transferrina sérica, hipertrofia muscular, aumenta a forca
muscular, e contribui para a manutencdo do peso corporal de individuos com
insuficiéncia renal (CASTANEDA et al., 2001; CASTANEDA et al., 2004; ADAMS;
VAZIRI, 2006).

O aumento dos niveis de creatinina sérica nos coelhos que praticaram
exercicio resistido pode estar relacionado a um aumento da massa muscular, que
apesar de nao ter sido medida, pode ter influenciado os niveis de creatinina sérica
obtidos com o exercicio. Outra hipétese € o aumento da degradacdo muscular e
deficiéncia de filtracdo renal e consequentemente, acumulo desse metabdlico no
sangue. Apesar de alguns estudos demonstrarem que o exercicio fisico ndo tem
influencia na taxa de filtrag&o renal, o comportamento dos niveis de creatinina neste
estudo evidencia certa influéncia do exercicio, principalmente o exercicio resistido,
na taxa de filtracdo da creatinina, j& que os animais encontravam-se em condi¢gfes
controladas e iguais (MOINUDDIN; LEEHE, 2008). A alteracdo da creatinina
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encontrada no GR permite supor que o exercicio resistido feito de forma né&o
controlada, pode agravar o quadro do paciente renal. Essa hipétese reforca a
importancia de haver um rigido controle nas variaveis do exercicio fisico na IRC.

Os animais que praticaram exercicio aerObico apresentaram menores
niveis de uréia e creatinina, apesar de ndo ter significancia estatistica. Os beneficios
do exercicio aerdbico incluem: aumento no consumo maximo de oxigénio,
diminuicdo da presséao arterial, aumento na capacidade de exercicio, porém nenhum
efeito sobre as taxas de filtragdo Glomerular (AFSHAR et al., 2010). Entretanto
estudos relatam que o exercicio pode melhorar a remocdo de soluto durante a
dialise, aumentando o fluxo sanguineo muscular, o que resulta em maior fluxo de
toxinas urémicas no compartimento vascular (HENRIQUE et al., 2009; REBOREDO,
et al., 2010). Provavelmente o aumento do fluxo sanguineo causado pelo exercicio
aerobico facilitou as trocas metabdlicas nos animais. Menores niveis de creatinina e
uréia encontrados no GA demonstram que 0 exercicio aerobico pode ser bem
tolerado pelo paciente renal, assim como pode trazer maiores beneficios em relacéo
ao exercicio resistido. Entretanto para que essas afirmativas possam ser
consideradas, ainda € necessario que outros experimentos, comparando os efeitos
do exercicio fisico na IRC, possam ser desenvolvidos.

As andlises histopatolégicas demonstraram alteracbes renais e
sistémicas, comprovadas por achados histopatolégicos em coracdo e pulmao. A
lesédo por isquemia e reperfusdo foi realizada no rim esquerdo, porém podemos
observar lesdes histopatoldgicas no rim direito (tabela 04).

Os mecanismos de lesdo tecidual renal devido a isquemia e reperfuséo
sdo multifatoriais, interdependentes e envolvem hipéxia, resposta inflamatéria e
dano por radicais livres. A hipéxia tecidual no rim leva a deplecdo de ATP com
consequente disfuncao mitocondrial, acumulo de sddio intracelular, célcio e radicais
livres de oxigénio e leva a ativacdo de multiplos sistemas enziméaticos incluindo
proteases, 6xido nitrico sintases, fosfolipases e endonucleases. Estes sistemas sao
responsaveis pela destruicdo do citoesqueleto, lesdo de membranas
citoplasmaticas, degradacdo de DNA e morte celular (BERNARDI, 2007; COSTA-
HONG et al, 2009). A leséo por isquemia e reperfusao foi demonstrada em nosso
experimento por achados histopatolégicos em ambos o0s rins, principalmente,

congestdo medular e cortical e Infiltrado Linfoplasmocitario.
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A doenca cardiovascular representa a principal causa de morbidade e
mortalidade entre os pacientes com disfungéo renal, postula-se que fatores de risco
peculiares da uremia, como: anemia, sobrecarga de volume, toxicidade urémica,
inflamacédo sistémica e distirbios do metabolismo mineral estejam intimamente
envolvidos na fisiopatologia da DCV relacionada a disfuncdo renal. Uma resposta
inflamatoria sistémica relacionada a disfuncdo renal € caracterizada por elevados
niveis de proteina C-reativa (PCR) e citocinas pro-inflamatérias em até 50% dos
pacientes em tratamento dialitico cronico. Acredita-se que esse estado de
inflamac&o sistémica e a consequente exacerbacao do estresse oxidativo colaboram
para a aceleracao das alteracfes cardiovasculares na uremia (BAI et al., 2009).

Do ponto de vista miocéardico, as trés lesbes que constituem o
remodelamento estrutural do miocardio observado na doenca renal crénica (DRC)
sdo: hipertrofia miocéardica, fibrose intersticial e espessamento intramural de artérias
e arteriolas. A doenca vascular provocada pela uremia € tanto macrovascular quanto
microvascular, e esta associada a uma diminuicdo na complacéncia das artérias, em
que a permeabilidade do vaso e a expressdao de moléculas de adesdo estariam
alteradas (CARMONA et al., 2011) As alteracBes histopatologicas cardiacas no
presente experimento demonstraram uma predominancia de necrose do ventriculo
esquerdo, principalmente nos grupos de animais que praticam exercicio fisico em
comparacao aos que permaneceram sedentarios. Esse fato pode ter ocorrido devido
0 acumulo das toxinas urémicas no tecido cardiaco e a sobre carga imposta pelo
exercicio aerdbico e resistido pode ter acelerado a lesdo. Essa hipétese é subijetiva,
porém demonstra a necessidade de determinar a carga imposta pelo exercicio fisico
com extrema cautela na populacédo portadora de doenca renal crbénica, para que o
exercicio ndo intensifique as alteracdes sistémicas.

Cury e colaboradores (2009) relataram que a doenca renal crénica pode
levar & alteracbes no tecido pulmonar como: edema pulmonar, derrame pleural,
fibrose e calcificacdo pulmonar e pleural, hipertensao pulmonar, diminuicao do fluxo
sanguineo capilar pulmonar e hipoxemia. As altera¢gfes histopatologicas pulmonares
revelaram comprometimento pulmonar, representado principalmente por atelectasia
pulmonar difusa, congestao pulmonar que pode ter ocorrido como consequéncia do
estado urémico causado pela diminuicdo da filtracdo renal. Além disso, o tempo de
sobrevida dos animais ap6s a lesdo renal possivelmente levou os coelhos a

desenvolverem disfuncgdes relacionadas a idade e ao estado urémico.
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As alteracfes encontradas no experimento demonstraram que o exercicio
fisico deve ser bem orientado por profissional habilitado, pois necessita de um
monitoramento constante das varaveis sanguineas, para que possa contribuir com o
aumento da qualidade de vida do paciente com IRC, sem causar maiores lesdes.
Outros experimentos devem ser construidos para esclarecer melhor as alteragfes
encontradas nos niveis de creatinina referentes ao grupo que realizou exercicio
resistido. Dessa forma sera possivel estabelecer o beneficio do exercicio fisico na
IRC e tornar a reabilitacdo fisica como protocolo no acompanhamento desses

individuos, proporcionando melhor qualidade de vida.
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CONCLUSOES

Mediante as analises realizadas pode-se concluir:

a) O modelo animal em coelhos Nova Zelandia Branco apresentou leséo renal em

ambos os rins apds procedimento de Isquemia e reperfusdo renal unilateral.

b) A lesao renal unilateral provocou alteracées no coracao, pulméao condizentes com

o curso da IRC

c) Nao houve alterac6es musculares detectaveis ao método HE.

d) O exercicio fisico aerdbico e exercicio fisico resistido ndo apresentaram influéncia

nos niveis de uréia sérica.

e) O grupo que realizou exercicio fisico resistido apresentou aumento gradativo dos

niveis de creatinina sérica sem diferenca significativa do grupo controle

f) Nao se pode afirmar que a pratica do exercicio resistido é lesivo no curso da IRC,
apenas que houve uma alteracdo dos niveis de creatinina sérica provocada ou

nao pelo exercicio resistido.

g) O grupo que realizou exercicio fisico aerébico apresentou melhor progrecao do

niveis de creatinina.

h) O exercicio fisico em humanos deve ser bem orientado por profissional habilitado,
pois necessita de um monitoramento constante das varaveis sanguineas, para
gue possa contribuir com 0 aumento da qualidade de vida do paciente com IRC,

sem causar maiores lesodes.
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ANEXO A — Aprovagdo Comisséo de Etica no Uso de Animais/ CEUA/UFMS
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UNNERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL

CERTIFPICADS

Certificamos que o Protocolo n°® 280 da Mestranda Eliane
Barbosa Togoe, sob a orientacdao da Prof®. Dr?. landara Schetter Silva,
referente ao projeto de pesquisa, “Analise histopatolégica da
estrutura de um modelo de insuficiéncia renal crénica em coelhos

submetidos ao exercicio fisico aerdébico e resistido”, esta de
acordo com os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), com a legislagado
vigente e demais disposi¢gbes da ética em investigagdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO

USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 11 de margo de 2011.

Campo Grande (MS),11 de margo de 2011.
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