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RESUMO

Introdugao: Diversos estudos tém apontado que as complicagdes ocasionadas pela
Insuficiéncia Renal Crénica (IRC) estdo relacionadas com a produgao excessiva de
radicais livres e consequente estresse oxidativo. Os efeitos benéficos do exercicio
fisico na IRC ainda apresentam resultados contraditérios, porém diversos estudos
tém demonstrado que o exercicio fisico regular contribui para diminuir a gravidade
de diversas doengas. Objetivo: Verificar os efeitos do exercicio fisico preventivo
sobre a resposta oxidativa renal em ratos induzidos a IRC por nefrectomia.
Materiais e Métodos: Foram utilizados 24 Ratos Wistar machos, divididos
randomicamente em 4 grupos (n = 6): Sham, IRC, Sham-Ex e IRC-Ex. Os animais
foram submetidos a um treinamento em esteira durante 8 semanas (até 1 Km/h e 50
min/dia, 5 dias/semana). Apos 48 horas ao término do treinamento os animais foram
submetidos a redugao da massa renal (5/6 ablacdo da massa renal). Apds trinta dias
os animais foram sacrificados e o soro foi coletado para determinagao de uréia e
creatinina. O rim direito foi removido e congelado a -70°C para analise da produgao
de anion superodxido, enzimas antioxidantes (SOD e CAT), e danos oxidativos em
lipidios (TBARS), proteinas (Grupo carbonil) e conteudo de sulfidrila. Resultados:
Os resultados demonstraram aumento significativo nos niveis de creatinina e uréia,
producao de anion superoéxido, atividade enzimatica antioxidante e danos oxidativos
no grupo com IRC em relagédo ao Sham. O treinamento fisico preventivo diminuiu a
producao de anion superoxido e danos oxidativos no grupo com IRC, porém nao
aumentou as defesas antioxidantes. Conclusao: Os resultados do estudo mostram
que o treinamento fisico preventivo é capaz de melhorar a produgédo de oxidantes e
os marcadores de danos oxidativos sem alterar a fungao renal e o sistema de defesa
antioxidante.

Palavras-chave: Insuficiéncia renal crénica, estresse oxidativo e exercicio fisico.



ABSTRACT

Introduction: In recent studies have been shown that complications caused by CKD
are related with the excessive production of free radicals and oxidative stress
consequently. The beneficial effects of the physical exercise in CKD still present
adversary results, but several studies have been demonstrating that patient that
submit in regular programs of exercise present an increase of VO,max, control of the
blood pressure, decrease in the insulin resistance, decrease of for-inflammatory
cytokines, decrease of the cardiovascular risks, control of the anemia. Objective: To
verify the effects of the preventive physical exercise on the response kidney oxidative
in induced mice the chronic kidney disease for nephrectomy. Materials and
Methods: The experimental groups consisted of twenty-four male wistar, randomly
assigned to four groups (n = 6): Sham, CKD, Sham-Exercise and CKD-Exercise. The
animals were trained for eight weeks in mat (16m/Minn for 50minn/Day, 5
days/Week). After 48 hours of the training end the animals were submitted a
decrease of the renal mass (5/6 renal mass ablation). Thirty days after, the animals
were sacrificed and the serum was collected for creatinine and urea determination.
Right kidney was removed and frozen in - 70°C for superoxide production analysis,
antioxidants enzyme (SOD and CAT), and oxidative damage in lipid, protein and
sulphydrila content. Results: The results demonstrated significant increase in the
creatinine levels and urea, production of superoxide anion, antioxidant enzymatic
activity and oxidative damages in the group with CKD in relation to Sham. The
preventive physical training reduced the production of superoxide anion and oxidative
damages in the group with CKD, however it wasn't increased the antioxidant
defenses. Conclusion: The results of the study show that the preventive physical
training is capable to improve the markers oxidative damage and decrease oxidant
production without altering the renal function and the system of antioxidant defense.

Key-words: chronic kidney disease, oxidative stress and physical exercise.
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CAPITULO |



1 INTRODUGAO

A Insuficiéncia Renal Crénica (IRC) € uma deficiéncia cronica e irreversivel
das fungbes renais, sendo consequéncia de varias nefropatias congénitas e
adquiridas (glomerulares, tubulares ou intersticiais) (ZATZ, 2000). Consiste em lesao
renal e perda progressiva e irreversivel da fungao dos rins. Em sua fase inicial a IRC
€ caracterizada pelo desenvolvimento da uremia, um disturbio metabdlico causado
pela presenga de inumeras toxinas que se acumulam no organismo e modificam as
fungdes de varios sistemas e 6rgdos (BRENNER & RECTOR, 1997).

Dados epidemioldgicos mostram que no Brasil a prevaléncia de pacientes
que realizam programa crénico de didlise aumentou mais que o dobro nos ultimos
oito anos (JUNIOR, 2004). Pacientes com IRC que realizam hemodialise tém
diversas complicagdes, ocasionando alto indice de morbidade e mortalidade. Além
da lesdo renal, outras complicagbes como as cardiovasculares, neuroldgicas,
respiratorias e musculares comprometem significativamente a qualidade de vida dos
pacientes (HEIWE et al., 2005; CROWE et al., 2007).

Diversos estudos tém apontado que as complicagdes ocasionadas pela
IRC estdo relacionadas com a produgdo excessiva de Radicais Livres e
consequentemente com estresse oxidativo (LIM et al.,, 2002; VAZIRI, 2004;
JOHANSEN, 2005; RUTKOWSKI et al., 2006; CROWE et al., 2007; SHAH et al.,
2007). O estresse oxidativo € uma manifestagdo bioquimica de agressao a
biomoléculas e estda associado a diversas complicacbes, tais como:
cardiovasculares, neuroldgicas, endocrinas e musculares, entre varias outras
(VAZIRI, 2004). A propensao de pacientes urémicos a alterarem o estado oxidativo

celular e os niveis de radicais livres, com consequiente dano oxidativo, se da pela



diminuicdo nas defesas antioxidantes, produgédo de toxinas urémicas, hemodialise,
anormalidades metabdlicas, ma nutricdo (CANAUD, 1999).

Os agentes farmacologicos e procedimentos de hemodialise ainda
predominam nos meios terapéuticos para o tratamento da IRC, contudo, outros
recursos podem auxiliar a eficiéncia da agédo farmacoldgica, como também diminuir
sua dependéncia.

Um dos recursos terapéuticos atualmente muito investigado em diversas
doencas é o exercicio fisico. Os efeitos benéficos do exercicio fisico na IRC ainda
apresentam resultados contraditérios, porém diversos estudos tém demonstrado que
pacientes que se submetem a programas regulares de exercicio apresentam um
aumento do VOgmax, controle da pressao arterial, diminuicdo na resisténcia de
insulina, diminuicdo de citocinas pré-inflamatérias, diminuicdo dos riscos
cardiovasculares, controle da anemia (JOHANSEN, 2005; MOINUDDIN & LEEHEY,
2008; HEIWE et al., 2005).

Assim, através deste estudo espera-se contribuir para demonstrar os
efeitos preventivos do treinamento fisico sobre parametros de estresse oxidativo
induzidos pela IRC. Além disso, os resultados poderéo servir como subsidio para a
prescricdo de exercicio e auxiliar na compreensao quanto aos mecanismos

terapéuticos na fisiopatologia da IRC.



2 CONTEXTUALIZAGAO TEORICA

2.1 Insuficiéncia Renal Crénica

A IRC consiste em lesao renal e perda progressiva e irreversivel da fungéo
dos rins. Em sua fase inicial a IRC é caracterizada pelo desenvolvimento da uremia,
um disturbio metabdlico causado pela presenca de inumeras toxinas que se
acumulam no organismo e modificam as fungdes de varios sistemas, entre os quais o
enddcrino e o metabolico (PRAXEDES, 2006).

Segundo Annuc (2001), os rins participam da manutengdo da constancia do
meio interno, através de fino controle do volume, da osmolaridade, da concentracao
eletrolitica e dos ions acidos, entre outras fungdes essenciais para a vida. Eliminam o
excesso de toxinas exogenas e de produtos nao volateis do metabolismo do
nitrogénio, como uréia e creatinina, e também regulam a composigao eletrolitica e de
liquidos dos compartimentos intracelulares, em decorréncia da intensa troca de agua
e solutos através das membranas celulares.

Atualmente sao apresentadas diversas classificacbes para IRC, na
tentativa de distinguir seus estagios e comprometimentos. Segundo Harrison
(2002), as classificagdes mais usadas sao: a IRC compensada ou descompensada,
que discrimina formas assintomatica e sintomatica; a global ou seletiva, que pode
afetar simultaneamente todas as fungdes renais ou apenas uma funcao; IRC leve,
moderada ou severa, que determina o grau de diminui¢ao da filtragdo glomerular e
ainda a IRC em remissao, estabilizada, progressiva ou agudizada como objetivo de

definir o ritmo de evolugado da doenca base da insuficiéncia.



A evolugao da fungao renal normal para a IRC progride para quatro
estagios que se fundem: na reserva renal diminuida, em que a taxa de filtragao
glomerular (TFG) é cerca de 50% da normal, os valores da uréia e creatinina
plasmaticas sao normais e o0s pacientes assintomaticos; na insuficiéncia renal, em
que a TFG é de 20% a 50% do normal, pode ocorrer polidria e nicturia como
resultado de uma concentracdo diminuida; na faléncia renal, a TFG é menor do que
20% a 25%, os rins ndo conseguem regular o volume e a composi¢ao de solutos, e
os pacientes desenvolvem edemas, acidose metabdlica e hipocalcemia; na doenga
renal terminal, a TFG é menor que 5% do normal, sendo este o estagio final da
uremia (ROBBINS, 2005).

Os rins produzem e secretam uma série de peptideos e hormdnios que
participam na regulacdo da hemodindmica sistémica e renal, como a renina, a
angiotensina e a prostaglandina. Ainda produz a eritropoetina, importante horménio
estimulador na produgao de hemacias, e participa do metabolismo mineral através da
gliconeogénese em condicbes de jejum prolongado (PRAXEDES, 2006). A
hipertensao arterial, acidose metabdlica, osteodistrofia renal e anemia estéo entre as
doengas que mais freqientemente acometem os doentes renais. Além disso, o
doente renal apresenta com frequéncia um estado de falta de energia, fadiga e
depressao (CLYNE, 2005).

A Insuficiéncia Renal Crénica apresenta um conjunto de sinais e sintomas
que constituem a sindrome urémica. Essas manifestacbes clinicas séao
consequéncias ou estd associado as doencas que evoluem com reducdo
progressiva da filtracdo glomerular. Nas fases iniciais, as manifestagdes clinicas e

laboratoriais sdo minimas ou ausentes (TEPEL, 2003).



A manutencao de niveis funcionais apropriados em face de uma redugéao
consideravel da massa renal deve-se ainda a uma outra propriedade basica do
parénquima renal: os néfrons remanescentes sao capazes de adaptar-se a nova
condigdo bioldgica, multiplicando em varias vezes seu ritmo de trabalho. Isso fica
bastante claro quando se analisa o comportamento do ritmo de filtragdo glomerular
(RFG) em face de redugdes progressivas do parénquima renal em ratos
(AGARWAL, 2005).

A caracteristica fisiopatologica nos casos mais comuns de doenca renal
cronica é a perda dos néfrons. As lesbes morfologicas destrutivas que levam o
desaparecimento dos néfrons produzem uma queda da filtragcdo glomerular e da
capacidade de transporte tubular, evocando respostas compensatérias morfologicas
e funcionais. Estas alteragées sado representadas em uma hipertrofia e hiperplasia
dos néfrons remanescentes, que sao capazes de adaptar-se a nova condi¢cao
biolégica, multiplicando em varias vezes seu ritmo de trabalho. Necessitando assim,
aumentar a taxa de filtragao para que ocorra a queda do ritmo de filtragdo glomerular

total (HERLIHY & MAEBIUS, 2002).

2.2 Radicais Livres, Espécies Reativas de Oxigénio

O termo Radical Livre (RL) refere-se a atomo ou moléculas altamente
reativos que contém numero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica. E
este ndo emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade
a esses atomos ou moléculas. Sua produgao esta relacionada com o equilibrio de
valéncia na camada mais externa da molécula. Quando formados, os RL tendem a
extrair elétrons de outras moléculas para alcancar um estado quimicamente mais

estavel e criam novas moléculas de RL (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).



Os RL sao importantes para o organismo, pois eles agem como
mediadores de varias funcbes celulares. Por exemplo, quando as células sao
agredidas por algum agente estressor (que também pode ser RL) elas acabam
produzindo RL para combater estes agentes (POLIDORI et al., 2000). Embora esses
processos sejam normais para a vida das células, a produgcédo excessiva de ERO
pode induzir danos a componentes celulares, entre eles acidos nucléicos, proteinas
e lipideos que quando em grande extensdo podem levar a morte celular
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Geralmente de 2% a 5% do oxigénio utilizado na fosforilagdo oxidativa
(STE) séo desviados para a formagdo de RL. Porém, nem todos radicais livres
formados nos sistemas biolégicos sao derivados do oxigénio. Outras moléculas
como oxido nitrico, por exemplo, também levam a formacgao de RL.

E importante ainda destacar que durante a formacdo de RL e na cascata
de degradacgao outras espécies reativas vao se formando, como por exemplo o
peréxido de hidrogénio (H,0.) e oxigénio singlet ('0,). Todos esses constituintes
biolégicos sao denominados de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (MATSUO &
KANEKO, 2000).

Na cadeia respiratoria mitocondrial, os complexos | e Ill e oxidagdo da
Ubiquinona s&o os principais locais conhecidos para a producdo de superéxido e
H,O, Isso é causado pela transicdo de um elétron da NADH e FADH para
ubiquinona formando semiquinona, € o outro eletron forma o superéxido. O
superoxido é rapidamente reduzido pela superédxido dismutase mitocondrial (SOD) a
H,0O,. Quando um metal é catalizado pela reacdo de Fenton ou Haber-Weiss entre a

dismutacao de superdxido para H,O, é formado o radical hidroxil (JI, 1999).



Adicionalmente, outros dois importantes eventos se destacam na
producdo de ERO, o processo inflamatério e a isquemia-reperfusdo. O processo
inflamatdrio resulta numa resposta aos agentes infecciosos ou a outros estimulos,
em que células fagociticas, principalmente neutréfilos e macréfagos, realizam um
rapido consumo de oxigénio, processo conhecido como respiratory burst. Esse
processo € uma das fontes de formacédo de superoxido, peroxido de hidrogénio,
radical hidroxil, acido hipocloroso e peroxinitrito (ILES, 2002). Além de apresentarem
acdo antitumoral, alguns destes intermediarios reativos derivados do oxigénio
participam diretamente da defesa do hospedeiro contra bactérias, virus, protozoarios
e fungos (BARREIROS, 2006).

O “respiratory burst” resulta da atividade da NADPH oxidase, uma enzima
que catalisa a transferéncia de elétrons da NADPH para O, formando superoxido.
Na presenca da superdxido dismutase o superédxido € dismutado formando um
importante agente microbicida, o perdxido de hidrogénio (ILES, 2002). O peréxido de
hidrogénio pode ser catalisado pela mieloperoxidase, presente principalmente em
neutréfilos, dando origem a uma toxina ainda mais potente na sua agao microbicida
denominada de acido hipocloroso (HOCI) (KONIG, 2002).

Uma vez formado, o HOCI tende a oxidar aminoacidos para sintese de
cloraminas. O HOCI ainda reage com peréxido de hidrogénio formando oxigénio
singlet ('0,). Ha ainda a possibilidade de formar radical hidroxil (-OH) pela reagéo de
Haber-Weiss (DALLE-DONNE, 2003).

Em processo de isquemia-reperfusdo, a Xantina Oxidase (XO) catalisa a
degradagédo do monofosfato de adenosina (AMP), levando ao aumento na produgéo
de superdéxido. Caso o fornecimento de energia nao seja suficiente para produgao de

ATP (trifosfato de adenosina), o AMP, formado do ATP pela reacédo da adenilato



quinase, é degradada a hipoxantina. Em condi¢cdes normais, a degradacdo de
hipoxantina ocorre via xantina desidrogenase (Xdh) utilizando adenina dinucleotideo
como aceptor de elétrons (BARREIROS, 2006).

Porém, durante o trabalho muscular isquémico, a diminuicido do fluxo de
oxigénio reduz a produgdo de ATP. Esse mecanismo aumenta a concentragcéo de
ions de Ca’ na célula e ativa proteases intramusculares dependentes de Ca®, as
quais estimulam a redug¢ao da Xdh e formando a XO. A XO converte a hipoxantina
para xantina e acido urico usando o oxigénio molecular como receptor de elétrons,

formando assim o anion superoéxido (JI, 1999).

2.3 Danos oxidativos

Um alvo classico dos ataques dos RL sao os acidos graxos polinsaturados
presentes nas membranas celulares e em lipoproteinas. O processo de oxidacao
resultante do ataque de RL sobre a membrana chama-se lipoperoxidacédo. Durante a
lipoperoxidagéo, intermediarios podem sofrer quebras gerando hidrocarbonetos de
cadeia curta (etano, pentano), aldeidos (como o malonaldeido, 4-hidroxinonenal),
epoxidos e outros produtos altamente citotoxicos. Como resultado da
lipoperoxidagcédo, as membranas sofrem alteragdes na fluidez e na permeabilidade,
resultando em perda na homeostase e morte celular (MATSUO & KANEKO, 2001).

Segundo Halliwell & Gutteridge (2007), a lipoperoxidagao consiste em trés
fases: iniciagdo, propagacao e término. Na fase de iniciagdo (1), RL renova
hidrogénio do acido graxo insaturado produzindo um radical de lipideo (L), que ao
reagir com o oxigénio molecular forma o radical peroxila (LOO"). Na propagacgéo (2)

o LOO’ retira hidrogénio de outro lipideo, formando o hidroperéxido de lipideo



(LOOH) e 'L e assim sucessivamente. Na fase terminal (3), os radicais produzidos se
combinam formando um n&o-radical. O LOOH pode sofrer outras reacdes
produzindo aldeidos e alcanos.

As proteinas também sao alvo de ataque dos radicais livres. A oxidacao
dos aminoacidos resulta na formagao de grupos carbonil, tidis oxidados, entre outras
modificagbes que alteram a fungdo normal da proteina (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

Especificamente, os grupos carbonil sdo formados principalmente a partir
da oxidagdo de alguns aminoacidos mediados por ROS, como lisina, argenina,
prolina e treonina. Porém, reacbes secundarias de cadeias laterais de alguns
aminoacidos (cisteina, lisina e histidina) com subprodutos da lipoperoxidagao e da
oxidacao de carboidratos também formam grupos carbonil (DALLE-DONNE, 2003).

Esta bem estabelecido que a oxidagao de proteinas depende dos niveis
de proteossomas intracelulares. De acordo com Davies & Shringarpure (2004), os
danos em proteinas mediados por radicais livres e o acumulo de proteinas oxidadas
levam a um concomitante aumento na oxidacdo de proteinas, reduzindo a
degradacao de proteinas oxidadas. Proteases intracelulares sao responsaveis por
70% a 80% da degradacédo de proteinas apds a oxidagdo e esse mecanismo €
essencial para os sistemas de reparo e antioxidantes. Assim, o proteossoma
constitui uma parte importante do sistema de defesa antioxidante.

Outro alvo muito importante dos radicais livres € o DNA. A formacéo de
radicais livres proximo ao DNA pode resultar na oxidacdo de bases de pirimidina e
purina, € quebras na fita. Dentre as bases, a guanina & altamente sensivel a

oxidacao (formacédo de 8-hidroxideoxiguanosina, 8-OhdG) mediado por radicais



livres. Essas alteragdes no DNA tém sido associadas com processos mutagénicos e

carcinogénicos (HALLIWELLI & GUTTERIDGE, 2007).

2.4 Defesas Antioxidantes

Segundo Halliwell & Gutteridge (2007), as defesas antioxidantes podem
atuar de forma associada ou independente por duas vias: 1) enzimaticas: este
sistema € composto pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e
a glutationa peroxidase (GPX). Essas enzimas s&o ativadas normalmente durante o
metabolismo celular, porém suas atividades podem aumentar em fungcdo da
presenca de ERO.

Superdxido Dismutase (SOD): é a enzima responsavel por catalisar a
dismutacdo do radical superéxido em H,O, e O, na presenca de proton H'. Sua
composi¢cao apresenta diferentes grupos protéicos. Nos sistemas eucariontes,
atualmente se conhecem duas formas: a) SOD-CuZn, que esta presente
principalmente no citosol; b) SOD-mn esta localizada primariamente na mitocondria
(MATSUBARA & FERREIRA ,1997).

Catalase (CAT): é uma hemeproteina citoplasmatica e sua fungao é
converter o H,O, em H,O e O,. Esta localizada, principalmente, no perixossoma,
entretanto, outras organelas como as mitocondrias podem conter alguma atividade
da CAT. Nos seres humanos é encontrada na maioria dos 6rgéos, tais como: figado,
cérebro, coracdo e musculo esquelético, medula éssea e mucosas e sua atividade é
dependente de NAPH (SCOTT et al., 1991).

Glutationa Peroxidase (GPX): € uma enzima selénio-dependente e age

sobre H,0,, convertendo-o em agua, podendo agir também sobre os lipideos



peroxidados, tornando-os hidroxilados e reverter a oxidacdo de proteinas. Apos
reagir com ERO, a GPX é convertida a glutationa oxidada (GSSH), podendo ser
reconvertida a glutationa reduzida GSH, pela agdo da enzima glutationa redutase
(FLOHE, 1982).

2) Nao enzimaticas: que incluem as vitaminas E, C e betacaroteno,
glutationa (GSH), N-acetilcisteina (NAC), entre outros. Grandes partes desses
antioxidantes sdo encontradas na alimentacédo e podem ser suplementados por uma
dieta alimentar. A Vitamina E e betacaroteno sdo antioxidantes lipossoluveis e
protegem as membranas celulares dos ataques por RL. A vitamina C e a glutationa
sdo hidrossoluveis e fundamentais na regeneragcédo da Vitamina E e protegdo dos

constituintes lipidicos e protéicos celulares (URSO & CLAKSON, 2003).

2.5 Espécies Reativas de Oxigénio e Insuficiéncia Renal Crénica

O estresse oxidativo € uma manifestacdo comum em pacientes com IRC,
levando as diversas complicagdes, tais como: cardiovasculares, neurolégicas,
enddcrinas, musculares, entre varias outras (VAZIRI, 2004; RUTKOWSKI et al.,
2006; CROWE et al., 2007). A propensao de pacientes urémicos desenvolverem um
alto nivel de estresse oxidativo ocorre devido a associacdo entre excesso de
producao de oxidantes e diminuicdo nas defesas antioxidantes, juntamente com as
toxinas urémicas, hemodialise, anormalidades metabdlicas e ma nutricdo (CANAUD,

1999; Rutkowski et al., 2006).

Um dos principais fatores que levam ao aumento de estresse oxidativo é a

uremia (Rutkowski et al., 2006). A sindrome urémica é atribuida a retengcéo de varios

metabdlicos, que em condi¢gdes normais sao eliminados pelos rins. Na IRC ocorre



um acumulo destes compostos levando a sindrome urémica. A toxicidade resultante
da sindrome resulta em um gradual disturbio fisiolégico, bioquimico e danos em

varios tecidos (LIM, et al., 2002; VANHOLDER et al., 2006).

Sabe-se que o LDL de pacientes urémicos tem alta suscetibilidade de
oxidacao, sendo um indicador de aceleracao de aterosclerose. O estresse oxidativo
em pacientes urémicos € caracterizado pelo acumulo de grupos tidis e aldeidos
oxidados, juntos com a diminuicdo dos grupos tidis reduzidos, diminuindo assim, em
parte, as defesas antioxidantes. Em consequéncia da diminuicdo do catabolismo
renal, ocorre acumulo dos mediadores oxidantes urémicos, favorecendo a disfungao
endotelial e progressao da aterosclerose (HIMMERFALB, 2003).

O aumento na produgao das ERO resulta em uma maior produgédo de
compostos carbonil e lipoperoxidos, a qual reagem com proteinas modificando suas
estruturas e fungdes levando a formagao de produtos finas de glicacdo avangada
(AGE) e produtos finais de lipoxidagdo avangada (MIYATA et al., 1998). O acumulo
destes produtos contribui para as complicagdes cardiovasculares, entre outras, em
pacientes com IRC (VAZIRI, 2002).

O estudo de Pawlak et al (2008) demonstrou em seus resultados o
aumento do estresse oxidativo correlacionado com o aumento do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) em pacientes com IRC quando comparados
com o grupo controle. Outro estudo mostrou que o estresse oxidativo tem papel
fundamental como mediador de liberagcdo de angiotensina Il, estimulando a
translocagcdo de mRNA VEGF e expresséao de proteina (FELIERS et al., 2006).

O LDL circulante entra no espaco subendotelial onde ocorre modificagao
oxidativa pelas células vasculares residentes como as células musculares lisa,

células endotelias e macréfagos. A LDL oxidada estimula a formagao de “células



espumosas”, resultando em disfungao endotelial e dano, e as “células espumosas”
perpetuam respostas inflamatdrias recrutando macréfagos e linfocitos (DIAZ et al.,
1997).

Himmerfalb et al. (2001) demonstraram que no plasma de pacientes que
realizavam hemodialise continham altos niveis de 3-clorotirosina, produto especifico
da reacdo catalisada pela mieloperoxidase, sugerindo importante fungcdo de
fagocitose nas reagdes como causa do excesso de estresse oxidativo na uremia.

Ceballos-Picot et al. (1996) investigaram os niveis de glutationa no plasma
de pacientes com IRC, onde foi evidenciada diminuigdo nos niveis de glutationa
plasmatica e grande diminui¢cdo na atividade da glutationa peroxidase.

Hasdan et al. (2002) realizaram um estudo com ratos nefrectomizados 5/6
e avaliaram a presséo arterial e os niveis de anion superéxido da parede arterial. Os
resultados obtidos deste estudo foram um aumento da pressao arterial e formagao
do radical superéxido quando comparado com o grupo controle, levando a um
aumento da disfungéo endotelial devido a resisténcia do vaso. Outro estudo mostrou
um notavel aumento na pressao arterial e um significante aumento na peroxidagao
lipidica em ratos com IRC acompanhado com o aumento de nitrotirosina em varios

tecidos (VAZIRI et al., 2002).

2.6 Exercicio Fisico X Insuficiéncia Renal Crénica

As intervencbes terapéuticas de rotina, especialmente as acgdes
farmacologicas, tém contribuido significativamente para o tratamento das doengas,
mas apresentam limitagbes. Acredita-se que o exercicio fisico regular exer¢a um

efeito positivo sobre a resposta bioquimica na fisiopatologia de doengas,



possibilitando associar o exercicio fisico a insuficiéncia renal crénica, sendo ela uma
doenca progressiva e danosa ao metabolismo renal (PINHO et al.,, 2006;
PRAXEDES, 2006).

Embora os beneficios do exercicio fisico sobre a fungdo renal nos
pacientes com IRC sejam limitados, os estudos mostram que a reabilitagdo renal
bem sucedida exerce efeitos positivos e profundos sobre a capacidade fisica,
aprimoramento funcional, disposigdo psicoldgica, melhora da auto-estima e melhor
qualidade das inumeras variaveis relacionadas a qualidade de vida (STUGART &
WEISS, 1999).

Um estudo realizado por Storer et al (2005) mostrou que o exercicio
aerobio (ciclismo) aumentou o pico de VO, forga, tempo de endurance e forga do
musculo quadriceps e diminui¢cdo da fadiga muscular. Outro estudo demonstrou que
o ciclismo intra-dialise aumentou a forga e fungao fisica dos pacientes, porém néo foi
observada mudanga na massa muscular ou no fator de crescimento semelhante a
insulina (MACDONALD et al., 2005).

Evidéncias mostram que o exercicio aerobio diminui a inflamagcdo em
pacientes com doengas cronicas e doengas coronarianas. Em pessoas saudaveis
tem sido associada com o aumento da albumina sérica e diminuicdo de marcadores
inflamatérios (FORD, 2002).

Como a inflamagdo estda associada com a progressdo da IRC
(KALANTAR-ZADEH et al., 2003), e exercicio fisico esta associado com a
diminuicdo dos marcadores inflamatérios (FORD, 2002), e ainda o exercicio fisico

pode minimizar a inflamagao de pacientes com IRC.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos do exercicio fisico preventivo sobre a resposta oxidativa renal em

ratos induzidos a insuficiéncia renal crénica por nefrectomia.

3.2. Objetivos Especificos

1. Verificar o efeito do exercicio fisico preventivo sobre a fung¢ao renal pelo modelo
de inducgao renal,;

2. Verificar o efeito do exercicio fisico preventivo sobre a producido de superdxido
pelo modelo de indugéo renal;

3. Verificar o efeito do exercicio fisico preventivo sobre atividade antioxidante
enzimatica pelo modelo de indugéo renal;

4. Verificar o efeito do exercicio fisico preventivo sobre os parametros de dano

oxidativo pelo modelo de indugéo renal.
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ABSTRACT

Background: Reactive oxygen species (ROS) play an important role in the
pathogenesis of Chronic Kidney Disease (CKD) and physical exercise may be useful
with impaired oxidative defense mechanism. The aim this study was to verify
preventive physical training effects on the oxidative stress parameters in animals
induced to CKD.

Methods: Twenty-four male Wistar rats were divided into four groups (n=6): Sham,
Sham plus exercise, CKD, CKD plus exercise. The exercise groups were submitted
to physical training in treadmill for 8 weeks (until 1Km/h for 50 min/day, 5 days/week).
Forty-eight hours after the last session of exercise, surgical reduction of renal mass
(5/6 nephrectomized). Thirty days after the blood was collected for determination of
serum creatinine and urea concentration and the right kidney was surgically removed
and stored at -70°C to measure superoxide production, antioxidants enzymes (SOD
and CAT) and oxidative damage in lipids (TBARS level) and protein (carbonyl groups
and sulfhydryl content).

Results: The results show significant increase in creatinine and urea levels,
superoxide production, antioxidants enzymes and oxidative damage in CKD group in
relation to Sham-operate (p<0.05). The physical training prevented the superoxide
production and decrease the oxidative damage in CKD group (p<0.05) but it didn't
increase the antioxidant defenses.

Conclusion: The results of present study show that preventive physical training is
capable of improving the oxidative stress parameters without altering the renal
function and antioxidant defense system.

Key words: Chronic Kidney Disease; physical exercise, physical training; oxidative
stress; reactive oxygen species; oxidative damage.



INTRODUCTION

Kidney diseases are a serious and prevalent health problem and their
manifestation includes changes in renal detoxification capacity, deregulation of salt
and water balance and alteration of endocrine functions, exerting a significant impact
on the patient’s short- or long-term survival. The pathophysiological spectrum of
kidney diseases is broad (1).

The Chronic Kidney Disease (CKD) is one important clinical manifestation that
is characterized by progressive loss of nephrons caused by increased
intraglomerular pressure and hyperfiltration (2). Although the biochemical basis of
CKD complications is mostly known, the pathogenesis of kidney disease in
molecular/biochemical terms are yet to be fully elucidated (3).

CKD is accompanied by very complex long-term manifestations such as
accelerated aging, atherosclerosis, heart disease, polyneuropathies and amyloidosis,
which may be related to the hyper-production of free radicals (4).

Recently, accumulating experimental evidence has shown that reactive
oxygen species (ROS) play a key role in the pathophysiological pathways of a wide
variety of clinical and experimental renal diseases (5-6). This is especially relevant for
the kidney in which a spectrum of seemingly unrelated disorders, from minimal
change nephrotic syndrome to obstructive nephropathy, involves ROS (7).

CKD patients are subject to increased oxidative stress as a result of reduced
anti-oxidant systems and increased pro-oxidant stimulus (8-9). Vaziri (5) suggested
that pro-oxidant stimuli are attributed to the effects of uremic toxins, angiotensin 2,

proinflammatory cytokines, blood—dialyzer interaction, reaction to catheters and



arteriovenous grafts, iron overload, chronic infections and underlying immunological
or metabolic disorders, such as diabetes.

Routine  therapeutic interventions, especially pharmacological and
hemodialysis treatments, have been contributing significantly to decrease the
condition's severity. It is believed that preventive physical training can exert a positive
effect on the oxidative parameters of the kidney.

Although the benefits of physical exercise on the kidney's function are limited,
physical training can be an important component in the treatment of CKD. According
to Pechter (10), Moinuddin and Leehey (11), exercise conditioning has been shown
to have a positive influence on physical capacity, hypertension, left ventricular
function, lipid and glucose metabolism, oxidative status, anemia and quality of life in
CKD patients and in patients on renal replacement therapy. Further, no investigation
has verified the effects of preventive physical training on renal disease, especially on
oxidative parameters. Most studies have shown exercise as therapeutic resource in
the treatment of disease (10-12). Thus, the aim this study was to verify preventive
physical training effects on the oxidative stress parameters in animals induced to

CKD.

MATERIALS AND METHODS

Animals: Twenty-four male, 2-3 months old Wistar rats, weighing 250-300 g, were
used and cared for according to the European Communities Council Directive of 24
November 1986. Food (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes S/A, Brazil) and water were
available ad libitum and the animals were periodically checked to verify their

pathogen-free condition. The room was kept at 70% humidity/20+2°C on a 12-h



light/dark cycle with lights on at 06:00 a.m. The animals were randomly assigned to

four groups (n = 6 per group): Sham, Sham plus exercise, CKD, CKD plus exercise.

Exercise protocol: all groups were habituated on a nine-channel motor-drive
treadmill with the speed of 10 m/min for 10 min/day during one week to reduce their
stress to the new environment. The mice did not receive any stimuli to run. The
exercise groups performed an incremental running program to obtain progressive
levels of intensity during eight weeks for five days/week for a total period of 40 days
(Table 1). The untrained animals were put on the switched-off treadmill during the

same eight weeks as the exercise-trained groups.

CKD protocol: Forty-eight hours after the last session of exercise, surgical reduction
of renal mass was performed in one step, under anesthesia with pentobarbital
sodium (50 mg/kg, i.p.), by removal of the left kidney and infarction of two-thirds of
the right kidney by closure of two or three branches of the right renal artery (13).
Sham-operated rats underwent anesthesia and manipulation of the renal pedicles
without renal mass reduction. After recovering from anesthesia, the animals were

returned to their original cages, which were heated during the following 24 h.

Sacrifice Protocol: Thirty days after renal ablation, the rats were anesthetized with
50 mg/kg i.p. pentobarbital sodium, and blood was collected from the abdominal
aorta for determination of serum creatinine and urea concentration. The left kidney

was surgically removed, aliquoted and stored at -70°C for later analysis.



Biochemical Assays

Creatinine and urea: Creatinine and urea were determined in serum using a specific
kit obtained from Labtest Diagnostica SA, Brazil. The readings were made from the
enzymatic system on, by kinetic method, according to the technical instructions
provided with the referred kit and they were expressed in mg/dL serum.

Superoxide assay: Superoxide was measured by the method of McCord et al (14)
and was expressed in nmol/min/mg protein. It was measured in the kidney through
the rate of adrenaline oxidation read from the absorbance at 480 nm.

Superoxide Dismutase (SOD) activity assay: SOD activity of the kidney was
determined according to the method of Bannister and Calabrese (15). The enzymatic
activity estimation occurs by adrenaline auto-oxidation inhibition read at 480 nm in a
spectrophotometer. Enzyme activity was expressed as U/mg protein.

Catalase (CAT) activity assay: In order to determine CAT activity, the kidney was
sonicated in a 50 mM phosphate buffer and the resulting suspension was centrifuged
at 3000 g for ten minutes. The supernatant was used for enzyme assay. CAT activity
was measured by the rate of decrease in hydrogen peroxide absorbance at 240 nm
(16). Enzyme activity was expressed as U/mg protein.

Lipid peroxidation assay: The 2-thiobarbituric acid reactive species (TBARS) levels
were measured by the method of Draper and Hadley (17) and expressed as
malondialdehyde (MDA) equivalent. Briefly, the kidney was mixed with 1 ml 10%
trichloroacetic acid and 1 ml of 0.67% thiobarbituric acid; subsequently, they were
heated in boiling water bath for 15 min. TBARS were determined by measuring
absorbance at 532 nm and the results are given as nmol MDA/mg protein.

Carbonyl assay: The protein concentration of the soluble protein fractions was

determined according to Levine et al (18). Protein carbonyl content was measured by



first forming labeled protein hydrazone derivatives using 2,4-dinitrophenylhydrazide
(DNPH). These derivatives were sequentially extracted with 10% (vol/vol)
trichloroacetic acid followed by treatment with ethanol/ethylacetate, 1:1 (vol/vol) and
reextraction with 10% trichloroacetic acid. The resulting precipitate was dissolved in 6
M urea hydrochloride. The difference spectrum between a 2.4-dinitrophenylhydrazide
protein blank was used to calculate nmol of 2.4-dinitrophenylhydrazide incorporated
per mg of protein. Results are shown for each sample read at 370 nm in a

spectrophotometer.

Sulfhydryl content assay: The total thiol content was determined using the 5,5 -
dithiobis (2-nitrobenzoic acid) method (DTNB) (Sigma). The reaction was started by
adding 30 pl of 10 mM DTNB stock solution to PBS. Control samples did not include
DTNB. After 30 min of incubation at room temperature, absorbance at 412 nm was
measured and the amounts of TNB formed were calculated (equivalent to the amount
of SH groups) using the Aksenov technique (19).

Protein measurement: Protein concentration was estimated by the method of Lowry

et al (20), using bovine serum albumin as standard.

Statistical analyses: Mean + S.E.M. were calculated, and multiple comparisons
were performed by using one-way ANOVA with Tukey post-hoc tests. A p value
<0.05 was considered significant. The software used for data analysis was the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 12.0 for Microsoft

Windows.



RESULTS

Effect of CKD protocol and preventive physical training on creatinine and urea
levels: According to Table 2, the CKD protocol produced a significant increase in
creatinine and urea levels when compared to the control group (p<0.05). The

physical training did not alter these values (p<0.05).

Preventive effect of physical training on renal superoxide production: According
to Figure 1, the CKD protocol produced a significant increase in superoxide
production in the kidney when compared to the sham group (p<0.05). Physical
training did not alter these values but it prevented that superoxide production

increased when exposed to CKD (p<0.05).

Preventive effect of physical training on antioxidant enzymes (SOD and CAT):
As shown in Figure 2A, SOD activity was higher in the kidney homogenates (p<0.05)
in the CKD group when compared to the control group, whereas the exercise plus
CKD group decreased superoxide production in relation to the CKD group (p<0.05).
CAT activity (Figure 2B) was also increased in the CKD group (p<0.05), while the

exercise groups did not alter values in relation to the sham group (p<0.05).

Preventive effect of physical training on oxidative damage markers: TBARS
formation was evaluated to obtain an index of lipoperoxidation and carbonyl content
formation as an index of protein oxidation. As shown in Figures 3A and 3B, the CKD
group had an increased TBARS level and protein oxidation (p<0.05) when compared

to the sham group, and these values were reduced with preventive physical training



(p<0.05). In addition, only the CKD group showed a decrease in the total thiols

content when compared to the sham group (p<0.05) (Figure 4).

DISCUSSION

Several studies show evidence of the presence of increased oxidative stress
in CKD (21,22,23,24,25). However, there is limited correlative and cause—effect
information about the role of oxidants in progressive kidney disease. In the present
study, we hypothesized that preventive physical training can reduce the effects of
chronic kidney disease on oxidative stress parameters.

We evaluated urea and creatinine as markers of renal function and their levels
reflect the status of the kidney function (26). According Table 2, the animals with
renal mass reduction show increased urea and creatinine levels, and these values
were not altered by physical training. The increase shown in the CKD group is due to
altered renal function by renal mass reduction (27). It is possible that the
maintenance of the high levels of creatinine and urea after the training program is
due to the renal lesion and not to the effect of exercise, since the time elapsed
between the end of training program and the animals' sacrifice is enough for reducing
the presence of subproducts formed during the creatine and proteic catabolism.
Acute exercise causes proteinuria and subsequent reductions in both the renal blood
flow and glomerular filtration rate (28). However, the physical training improved the
renal function, especially in patients with CKD (28) and rats with renal ablation (29).
Similarly, because appropriate animal models are few, there is no definite conclusion

as to whether exercise training has any renal protective effect.



Several studies have shown an increase in ROS in CKD (5,21,22,30). Renal
sources for ROS are activated macrophages, vascular cells, and various glomerular
cells (6). This suggests that the kidney may be particularly susceptible to oxidative
stress. Additional studies demonstrated that the physical exercise improves the
antioxidant defense system and the resistance of tissue to oxidative damage
(31,32,33). Thus, an efficient endogenous or exogenous antioxidant defense system
is necessary to neutralize the deleterious effects caused by excessive ROS in CKD.

In the present study, the increase in superoxide production observed in the
CKD group (Figure 1) was accompanied by a significant increase in SOD (Figure 2A)
and CAT (Figure 2B) activities. However, the animals exposure to preventive physical
training shows a decrease in superoxide production and antioxidant enzyme
activities. Studies with humans (24,34,35,36) and animals (37,38) have been
showing that renal diseases increase oxidants production, suggesting an involvement
of oxidants in the progression of disease (39). The studies still suggest a low activity
of antioxidant enzymes in renal disease (5,25). It is possible that the difference
observed between the studies is associated with the methodology utilized for
determining enzymatic activity. In addition, we believe that the increase in both CAT
and SOD in rats with CKD observed in the present study is due to the response of
the antioxidant defense system against superoxide production. Even so, although the
antioxidant enzymes were increased, they were not enough for preventing the
oxidative damages in lipids and protein (Figure 3A and 3B) and the decrease of thiols
content (Figure 4). As physical exercise did not alter the renal enzymatic defense
system, it is possible that the reduction in superoxide production might be related
with upregulation of uncoupling mitochondrial protein or simply accelerating electron

transport by increasing ADP supply. In other words, ADP tends to produce fewer



ROS when the electron transport chain is running fast (40). This can explain the low
activity of SOD and CAT in animals previously trained.

Increased oxidative damage in lipids (Figure 3A) and proteins (Figures 3B and
4) in CKD suggest the role of oxidative stress in the pathogenesis of disease. The
accumulation of lipoperxidation products associated with carbonyl overload (carbonyl
stress), caused by excess oxidative formation of reactive carbonyl groups in proteins,
lipids and carbohydrates, and the irreversible protein modifications might have a
significant role in long-term complications associated with CKD (23). However, the
positive effects of physical training on oxidative damage in lipids and protein
observed in the present study is associated with a decrease in oxidants in trained
animals. Although exercise did not increase the antioxidant defense enzymes, their
effects on superoxide production might have been decisive for the reduction of
oxidative damages.

The excessive ROS production in CKD also is characterized from a
biochemical point of view as a state of reactive aldehyde and oxidized thiol group
accumulation, together with depletion of reduced thiol groups, which are particularly
important as part of antioxidant defense (41,40). Thus, the reduction of thiol content
observed in the present study may synergistically alter the redox balance and
accelerate the progression of the disease.

In conclusion, the potential involvement of ROS in the pathogenesis of CKD
suggests that free-radical scavengers and antioxidants might have therapeutic uses.
Although there is significant experimental evidence demonstrating the therapeutic
effects of physical training in animal and human models, the clinical evidence for
such protection is relatively scarce and/or controversial. However, the results of

present study show that preventive physical training is capable of improving the



oxidative stress parameters without altering the renal function and antioxidant

defense system.
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Table and Figure Legends

Table 1: The treadmill running program performed by male Wistar rats before of

Chronic Kidney Disease.

Table 2: Urea and creatinine levels in serum. Data are express as means + EPM. p<

0.05, *different from Sham-operated.

Figure 1: Anion superoxide production: Data are express as means + EPM. p< 0.05,
*different from Sham-operated and # different from CKD. Sham = Sham-operated;
CKD = Chronic Kidney Disease; Sham-Ex = Sham-operated plus exercise; CKD-Ex =

Chronic Kidney Disease plus exercise.

Figure 2: Superéxide dismutase (2A) and Catalase (2B). Data are express as means
+ EPM. p< 0.05, *different from Sham-operated and # different from CKD. Sham =
Sham-operated; CKD = Chronic Kidney Disease; Sham-Ex = Sham-operated plus

exercise; CKD-Ex = Chronic Kidney Disease plus exercise.

Figure 3: TBARS levels (3A) and protein carbonyl levels (3B). Data are express as
means + EPM. p< 0.05, *different from Sham-operated and # different from CKD.

Sham

Sham-operated; CKD = Chronic Kidney Disease; Sham-Ex = Sham-

operated plus exercise; CKD-Ex = Chronic Kidney Disease plus exercise.

Figure 4: Total Thiois content. Data are express as means £ EPM. p< 0.05, *different
from Sham-operated and # different from CKD. Sham = Sham-operated; CKD =
Chronic Kidney Disease; Sham-Ex = Sham-operated plus exercise; CKD-Ex =

Chronic Kidney Disease plus exercise.



Weeks Days Velocity Inclination Time (min)
(Km/h) (%)

Adaptation 1-5 0.6 0 10
1 1-5 0.8 0 20
2 1-5 0.8 0 30
3 1-5 0.8 0 40
4 1-5 0.8 0 50 Ta
5 1-5 1.0 0 40
6 1-5 1.0 0 50 ble
7 1-5 1.0 0 50 1:
8 1-5 1.0 0 50 Th

e treadmill running program performed by male Wistar rats before of Chronic

Kidney Disease. (n=6)

Table 2: Urea and creatinine levels in serum.

Groups (n=6) Urea (mg/dL) Creatinine (mg/dL)
Sham 60.04+1.14 0.35+0.05
CKD 97.29+5.79* 0.62+0.01*
Ex-Sham 62.37+4.21 0.28+0.04
Ex-CKD 73.79+3.56 0.46+0.01

Note: Values are presented as meantSEM

* Significant difference as compared to sham

Sham = Sham-operated; CKD = Chronic Kidney Disease; Ex-Sham = Exercise plus

sham-operated; Ex-CKD = Exercise plus Chronic Kidney Disease.
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DISCUSSAO GERAL

O objetivo dessa dissertagao foi pautado nos possiveis efeitos preventivos
do exercicio fisico na reducdo dos parametros de estresse oxidativo induzidos pela
insuficiéncia renal cronica. Para tanto, partimos das seguintes evidéncias cientificas:
a) A insuficiéncia renal crénica eleva os niveis sistémicos de creatinina e uréia.

b) Apds a insuficiéncia renal crénica ocorre um aumento nos parametros de
estresse oxidativo.

c) O exercicio fisico preventivo estimula o sistema de defesa antioxidante reduzindo
os danos oxidativos gerados pela doenca renal.

De acordo com Mandal (2007), a formagdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) esta diretamente envolvida na fisiopatogénese da doencga renal
cronica. A lesdo renal promove uma resposta isquémica liberando Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS) como anion superoxido, radical hidroxil e peréxido de
hidrogénio (ERDOGAN, 2002). Essas ERO também podem ser liberadas devido a
migragdo, acumulo e ativagdo de células polimorfonucleares. Essa cascata de
eventos traz em conseqUéncia danos oxidativos a biomoléculas como
lipoperoxidagdo da membrana celular, oxidacdo de proteinas, protedlises e
fragmentacdo de DNA (HALLIWELLI & GUTTERIDGE, 2007). Adicionalmente,
ocorre um desarranjo na integridade estrutural e na fungéo celular do rim, induzindo
alteragdes na capacidade de transporte, produgcdo de energia e balango hidrico
(BERGAMINI, 2006).

Nos ultimos anos é crescente o interesse em verificar os efeitos do
exercicio aerdbico sobre a doenga cronica. O exercicio pode diminuir a morbidade e

mortalidade por reduzir inflamagdo, estresse oxidativo e disfuncdo endotelial



(MOINUDDIN, 2008). Pacientes com doengas cronicas que realizam treinamentos
de resisténcia e exercicios aerdbicos apresentam uma melhora significativa na
funcao renal e outros fatores associados a doenca (MOINUDDIN & LEEHEY, 2008).
Adicionalmente, Pechter (2003) sugere que o exercicio aerébico tem uma influéncia
positiva na capacidade fisica, hipertensao, fung¢ao ventricular esquerda, metabolismo
de glicose e lipidios e danos oxidativos.

Todavia, os agentes farmacoldgicos e procedimentos de hemodialise
ainda predominam como os meios terapéuticos para o tratamento da IRC, contudo,
outras terapéuticas podem contribuir para amenizar a gravidade e progressao da
doencga. Um dos recursos terapéuticos atualmente muito investigado em diversas
doengas é o exercicio fisico. Os efeitos benéficos do exercicio fisico na IRC ainda
apresentam resultados contraditérios e a literatura é inespecifica quanto aos efeitos
preventivos do exercicio sobre marcadores de estresse oxidativo e sua relagdo na
fisiopatogénse da IRC.

No presente estudo, nossos resultados demonstraram que os animais com
IRC apresentam niveis elevados de creatinina e uréia e esses valores nao foram
alterados com o exercicio fisico preventivo. O aumento observado se deve a fungao
renal alterada provocado pela redugédo da massa renal (FUJIHARA et al., 2007).
Possivelmente, esses valores permaneceram altos no grupo que realizou programa
de treinamento devido a lesdao renal irreversivel provocado pela nefrectomia,
portanto ndo sendo afetada pelo exercicio. Adicionalmente, o tempo entre o final do
programa e o sacrificio dos animais €& suficiente para reduzir a presenca de
subprodutos formados durante o catabolismo protéico e da creatina induzidos pelo

exercicio.



Varios estudos tém mostrado um aumento na produgcédo de ERO na IRC
(GOEDDEKE-MERICKEL, 2005) e que o exercicio fisico regular pode melhorar o
sistema de defesa antioxidante e a resisténcia do tecido ao dano oxidativo (MARI-
CARMEN et al., 2007; RADAK et al., 2007).

Nossos achados mostram um aumento na produg¢ao de anion superéxido
no grupo induzido a IRC acompanhado por uma elevagao na atividade da SOD e
CAT. Contudo, os animais expostos ao exercicio fisico preventivo e com IRC nao
aumentaram a esses valores.

Como o exercicio fisico preventivo nao alterou o sistema de defesa
antioxidante, € possivel que a reducdo da producdo de anion superoxido possa ser
relacionada com a alta regulacdo de proteinas desacopladoras mitocondriais ou
simplesmente com a aceleragao no transporte de elétrons, aumentando a oferta de
ADP e diminuindo a produgéo de ROS (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Isso
pode explicar a baixa atividade da SOD e CAT nos animais treinados previamente.

Marcadores de danos oxidativos em lipideos e proteinas também tiveram
um aumento significativo no grupo com IRC, sugerindo que o estresse oxidativo tem
um papel importante na patogénese da IRC.

O acumulo de produtos da lipoperoxidagdo associado com alta produgao
de grupos carbonis causa excessiva oxidagdo em proteinas, lipideos e carboidratos,
levando a modificacbes irreversiveis em proteinas induzindo a complicacbes ao
longo do tempo associado com a IRC (MIYATA et al., 1998). Além disso, os efeitos
positivos do treinamento fisico preventivo sobre o dano oxidativo em lipideos e
proteinas observados estdo possivelmente associados com a diminuicdo de

oxidantes nos animais treinados. Embora o exercicio ndao tenha aumentado a



atividade antioxidante enzimatica, seus efeitos sobre a producdo de anion
superoxido foi decisiva na redugao dos danos oxidativos.

Himmelfarb et al. (2002) sugerem que niveis elevados de tidis oxidados ou
a deplecédo de tidis reduzidos assim como a formagédo de grupos carbonil estao
diretamente relacionados a doenga renal cronica. A reducdo de tidis totais
observada em nosso estudo pode sinergicamente alterar o estado redox e acelerar a
progressao da doenga. Entretanto, o exercicio fisico pode diminuir essa resposta por
reduzir a produgao de oxidantes.

Por fim, os resultados no presente estudo reforcam o envolvimento das
ERO na IRC e que o treinamento fisico realizado preventivamente é capaz de
melhorar os parametros de estresse oxidativo da IRC mesmo nao alterando os

sistemas de defesa antioxidantes enzimaticos.

CONCLUSAO E CONSIDERACOES

Embora evidéncias experimentais significativas demonstrem efeitos
terapéuticos do exercicio fisico em modelos animais e humanos, poucos estudos
mostram efeito clinico protetor do treinamento fisico regular. Assim, esse estudo € o
primeiro a mostrar que a realizagdo de exercicio fisico regular é capaz de melhorar
parametros de danos oxidativo sem alterar fungdo renal e atividade antioxidante
enzimatica induzidos pela Insuficiéncia Renal Crénica.

Através desse estudo espera-se contribuir para melhor compreender e
elucidar os mecanismos bioquimicos envolvidos nos processos oxidativos da doenga
renal, entretanto, outras investigacbes devem ser conduzidas utilizando outros

modelos animais e em humanos e outros marcadores de estresse oxidativo.
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