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Resumo

Objetivo: Investigar o efeito do treinamento fisico aerébio (TF) no perfil inflamatério
e de estresse oxidativo renal em modelo experimental de desenvolvimento de
sindrome metabdlica (SM).

Métodos: Ratos Wistar e espontaneamente hipertensos (SHR) distribuidos nos
grupos: controle (C), hipertenso (H), hipertenso frutose (HF) e hipertenso frutose
treinado (HFT). Os grupos HF e HFT foram submetidos a sobrecarga de frutose (10%,
60 dias) desde o desmame. O TF foi realizado em esteira por 60 dias (5dias/semana,
40-60% velocidade maxima do teste de esforco).

Resultados: O TF promoveu reducéo de anion superéxido, peréxido de hidrogénio e
proteinas oxidadas comparado ao grupo HF. Além disso, o grupo HFT apresentou
aumento de FRAP e nitritos comparado aos grupos H e HF. No perfil inflamatério, o
TF proporcionou aumento de IL-10 e redugédo da razdo TNFo/IL-10.

Concluséo: Os resultados demostraram que o treinamento aerébio atenuou o estresse
oxidativo e favoreceu um perfil anti-inflamatério no tecido renal em um modelo de
desenvolvimento de SM.

Estresse  oxidativo.

Descritores:  Sindrome metabdlica. Modelos animais.

Hipertens&o. Exercicio fisico
Abstract

Objective: To investigate the effect of aerobic exercise training (ET) on renal
inflammatory and oxidative stress profiles in an experimental model of metabolic
syndrome (MS) development.

Methods: Wistar and spontaneously hypertensive (SHR) rats were distributed into
control (C), hypertensive (H), hypertensive fructose (HF) and trained hypertensive
fructose (THF) groups. The HF and THF groups were submitted to fructose overload
(10%, 60 days) since weaning. The ET was performed on a treadmill for 60 days (5
days/week, 40-60% maximum speed of the exercise test).

Results: The ET promoted reduction in renal superoxide anion, hydrogen peroxide
and oxidized proteins compared to the HF group. In addition, the THF group showed
an increase in FRAP and in nitrites compared to the H and HF groups. In the
inflammatory profile, ET provided an increase in IL-10 and a reduction in TNFo/IL-
10 ratio.

Conclusion: The results showed that aerobic training attenuated oxidative stress and
favored an anti-inflammatory profile in renal tissue in @ model of MS development.

Keywords: Metabolic syndrome. Animal models. Oxidative stress. Hypertension.
Renal tissue. Physical exercise.
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Introducéo

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) é uma doenca crénica ndo transmissivel (DCNT)
considerada como um importante problema de salde publica, que se caracteriza por niveis
elevados e sustentados de pressao arterial sistolica (PAS) maiores ou iguais a 140 mmHg e/ ou
presséo arterial diastolica (PAD) maiores ou iguais a 90 mmHg®. No Brasil, dados recentes do
Sistema Unico de Satde (SUS) apontaram aumento de 32% em custos no manejo de doencas
cardiovasculares (DCV) associadas a HAS, passando de R$ 1,6 bilhdo em 2010 para R$ 2,2
bilhdes em 20192, Embora a HAS per se esteja relacionada a 13% da mortalidade por DCV no
Brasil, sabe-se que ela contribui significativamente para o aumento de morbidade nesta
populacdo, visto que se associa as outras condi¢des cardiometabolicas e a ocorréncia de lesbes
em 6rgdos-alvo, inclusive com progressdo da doenca renal cronica (DRC)?.

Neste sentido, a frutose, amplamente utilizada pela industria alimenticia na forma de
xarope e milho de frutose (HFCS — do inglés high fructose corn syrup), contribui para o
estabelecimento de desordens metabdlicas e cardiovasculares, dentre elas o aumento
pressorico®. Para além disto, o consumo exacerbado de frutose é capaz de alterar variaveis da
funcdo renal. Um estudo do nosso grupo com camundongos C57/BL adultos mostrou aumento
de volume urinario e excrecdo proteica, além de intensa vacuolizacdo no epitélio tubular
proximal, apds 12 semanas de sobrecarga de frutose®.

Ademais, nosso grupo demonstrou que o consumo exacerbado de frutose promove
disfuncdo autondmica marcada por aumento da variancia da pressao arterial sistélica (VAR-
PAS) e da modulacdo simpética vascular (LF-abs), além de reducdo do tbnus vagal,
mecanismos relacionados ao aumento pressorico e a disfuncéo renal em ratos machos adultos®”’.
O prejuizo autondmico também desencadeia o estabelecimento de um quadro inflamatorio
sisttmico que desempenha um papel importante na génese de DCNT, como as doengas
cardiometabolicas e renais’. Nos rins, o infiltrado de células imunes e a maior producio de
citocinas pro-inflamatorias podem promover inflamagc&o tubulointersticial e fibrose renal®.

As células imunes produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) como mecanismo de
defesa e comunicacéo celular. Contudo, o excesso na produ¢éo de EROs e/ou uma reducao em
sua eliminacdo por menor atuagdo dos sistemas de defesa antioxidantes, caracterizam um
deshalanco do perfil redox, que pode ser chamado de estresse oxidativo (EO)*. Por sua vez, 0
EO também é capaz de ativar fatores de transcri¢do pro-inflamatérios como fator nuclear kappa
B (NFkB), estabelecendo um ciclo vicioso inflamagéo — EO que contribui para piora da fungéo

renal®. Nesse contexto, um nimero crescente de evidéncias sugere que a producdo aumentada
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de EROs, como o anion superoxido (O2) e o radical hidroxila (OH") se relacionam com a
patogénese da HAS e da DRC?,

Recentemente nosso grupo demonstrou que apenas 7 dias de consumo de frutose,
iniciado logo apds o desmame em ratos SHR, pode causar prejuizo na sensibilidade do
barorreflexo, induzindo aumento da pressdo arterial ao longo do tempo (60 dias). Tais
alteracOes neste modelo foram acompanhado de aumento de mediadores pré-inflamatérios em
15 dias, e alteracdo no perfil de EO aos 60 dias, evidenciada por dano oxidativo, sugerindo que
a sobrecarga de frutose iniciada em estagios precoces da vida cursa com o desenvolvimento de
disfuncbes autondmicas, inflamatorias e de estresse oxidativo a longo prazo associadas ao
desenvolvimento da sindrome metabdlica (SM)*L.

Por outro lado, os efeitos benéficos do treinamento fisico ja estdo bem estabelecidos na
literatura como uma abordagem néo farmacoldgica na prevencéo e tratamento de disfungdes
cardiometabdlicas, como HAS e resisténcia a insulina'>. Em modelo experimental de
hipertensdo, o treinamento fisico aerdbio foi capaz de modular a funcdo do sistema nervoso
autbnomo através do aumento do componente vagal e/ou uma diminuicdo da atividade
simpatica, com consequente reducdo da VAR-PAS!®, Adicionalmente, um estudo do nosso
grupo em modelo experimental de hipertensdo demonstrou que o treinamento fisico aerébio
também foi capaz de prevenir disfun¢fes autondmicas e de estresse oxidativo renal em ratos
adultos submetidos a sobrecarga de frutose*.

Para além do prejuizo cardiometabolico, é fundamental compreender os mecanismos
fisiopatoldgicos relacionados ao desenvolvimento do dano renal oriundo deste perfil
condicionado pela sobrecarga de frutose iniciado precocemente (desde o desmame), assim
como o papel do treinamento fisico nesta condi¢do. Portanto, o objetivo do nosso estudo foi
investigar o perfil inflamatorio e de estresse oxidativo renal em modelo de desenvolvimento de
SM (hipertensdo + sobrecarga de frutose), assim como a contribuicdo do treinamento fisico

aerobio nestes parametros.

Materiais e métodos

Ratos Wistar e espontaneamente hipertensos (SHR), machos, com 30 dias de vida (logo
apos o desmame) foram obtidos do Biotério da Universidade Nove de Julho e separados em 4
grupos (n=7-8/grupo): controle normotenso (C), hipertenso (H), hipertenso frutose (HF) e
hipertenso frutose treinado (HFT). A sobrecarga de frutose foi dada na agua de beber (100g/ L)

iniciando aos 30 dias de vida nos grupos HF e HFT e seguiu por 8 semanas. Animais dos grupos
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C e H receberam dieta padréo e &gua ad libitum. Todos os procedimentos deste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Nove de Julho (protocolo
ANO0003/2013) e foram realizados de acordo com o National Institutes of Health-Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals.

Teste de Capacidade Maxima e Treinamento Fisico Aerobio Apos adaptacdo prévia
dos animais a esteira (Imbramed TK-01, Brasil) durante 3 dias em velocidade de 0,3 km/h
durante 10 minutos, foi realizado o Teste de Capacidade Maxima, o qual consistiu em
incrementos de velocidade de 0,3 km/h a cada 3 min até a velocidade maxima suportada pelo
animal coincidente ao seu estado de fadiga. O Treinamento Fisico Aerdbio foi realizado
somente no grupo HFT durante 8 semanas na intensidade de 40 — 60% da velocidade maxima
obtida no Teste de Capacidade Maxima, com progressao de carga ao longo das semanas.

Eutanasia e Coleta de Tecido Renal. Os animais foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo apds anestesia prévia, e os rins foram coletados, desencapsulados e congelados (-
80°C). O tecido renal foi homogeneizado em um meio contendo Buffer Fosfato (30 mM) com
KCI (120mM) e PMSF - solucdo inibidora de proteases (100mM), e triturado em
homogeneizador Ultra 80 Turrax blender (Ultra Stirer®, Malasia). Posteriormente, o tecido foi
centrifugado em centrifuga refrigerada a 4°C (5804R - Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha), e
0 sobrenadante foi usado para as analises®>.

Dosagem de Citocinas em Tecido Renal. Aproxidamente 100mg de tecido foram
usados para dosagem de mediadores inflamatérios. Em microtubo, foram adicionados ao tecido
400ul de Tampdo Tris-Base (100 mM) + EDTA (10 mM) 4ul de coquetel pronto de inibidores
de proteases (Sigma P830). O tecido foi entdo triturado em homogeneizador Ultra 80 Turrax
blender (Ultra Stirer®, Malasia). Posteriormente, o 6rgdo foi incubado com 40ul de Triton 1%
durante 30 minutos no gelo. Transcorrido o tempo, 0 homogeneizado foi centrifugado a 12.000
rpm por 30 min em centrifuga refrigerada a 4°C (5804R - Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha).
Entdo, o sobrenadante foi congelado no freezer a -80°C. As citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10
foram dosadas por ensaio imunoenzimatico em microplacas (96 pogos) sensibilizadas com o
anticorpo para a proteina de interesse. Foi realizado bloqueio prévio de ligacdes inespecificas
com posterior incubacdo das amostras experimentais. Foi feita a incubagdo com anticorpo
ligado a enzima marcada com peroxidase, e posterior reacdo com cromégeno. Na mesma placa,
foi feita a curva-padréo, usada para o calculo da quantidade de proteina por pogo. A absorbancia
foi medida em aparelho leitor de ELISA a 550 nm. Foram uitilizados kits especificos para ratos:
Rat TNFa e Rat IL-10 (R&D Systems)’.
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Estresse oxidativo em tecido renal

Dosagem de Proteinas: A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método descrito
por Lowry e colaboradores, usando como padrdo uma solugdo de albumina bovina. A
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 280 nm (Kazuaki®, Wuxi, China)*®.

Espécies Pro-Oxidantes: O anion superoxido foi determinado em homogeneizado renal

pela taxa de oxidacdo da adrenalina em espectrofotdmetro a 480nm. O ensaio foi feito com
900uL de tampéo glicina (50mM), 50uL de amostra, 40uL de catalase, descontando contra um
branco desta mistura e adicionado 30uL de adrenalina, conforme descrito por McCord &
Fridovich'’. O perdéxido de hidrogénio foi mensurado através da oxidac&o de vermelho de fenol
mediada pela solucdo de peroxidase rabanete (PRS), levando a formacdo de um composto
mensuravel a 630nm. O ensaio foi realizado em microplaca (96 pocos) e consistiu em 70uL de
amostra, 180uL de PRS (tampdo dextrose + vermelho de fenol + peroxidase rabanete),
incubado a 25°C por 25 minutos. A reacdo foi parada adicionando-se 5uL de NaOH e as
absorbancias foram lidas em 630nm?8,

Biodisponilidade de Oxido Nitrico: A concentracido de nitritos renais reflete

indiretamente a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO). Os niveis de nitritos foram medidos
pela reag@o de 50ul de amostra com 50pl de reagente de Griess em microplaca de 96 pogos. O
total de nitrito foi estimado a partir de uma curva padrio de absorbancia em 592nm?®.

Defesas Antioxidantes: A atividade da catalase (CAT) foi determinada medindo-se a

decomposic¢do de peroxido de hidrogénio (H202) a 240nm. Foram adicionados 980uL de
tampao fosfato (50mmol/L), 10uL de amostra, sendo esta mistura descontada contra um branco
de tampado fosfato, posteriormente adicionados 10uL de peroxido de hidrogénio e foi
monitorada a diminuicdo da absorbancia no espectrofotdmetro®. A atividade da superoxido
dismutase (SOD) foi baseada na inibicdo da reacdo entre o radical superoxido (O2") com o
pirogalol medindo-se a velocidade de formacao do pirogalol oxidado em unidades relativas. No
meio de reacdo, foram utilizados 980pl de tampéo tris-base (50mmol) com EDTA (1mM); 5uL
de CAT, 5uL de homogeneizado elOuL de pirogalol com leitura realizada a 240 mM?. A
capacidade antioxidante ndo enzimatica (FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power), esta
baseada na producgio do ion Fe?* (forma ferrosa) a partir da oxidag&o do ion Fe** (forma férrica)
presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ). Assim, a mudanca na absorbancia é
diretamente relacionada ao poder de doacdo de elétrons presentes na reacdo. A técnica foi
realizada em microplaca, na qual se adicionou 290uL de reativo de FRAP (tampao acetato de

sodio/ acido acético; TPTZ 10mM; cloreto férrico hexahidratado 20mM) e 10ul de amostra. A
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microplaca foi entdo incubada durante 5 minutos com agitacéo a 37°C e a leitura foi realizada
a 593nm. Para a curva da reagdo foram utilizados 290l de reativo de FRAP e uma solugéo-
padrdo de sulfato ferroso heptahidratado??.

Dosagem de Proteinas Oxidadas: A determinacdo de proteinas modificadas

oxidativamente se baseia na reacdo das proteinas oxidadas do homogeneizado com 2,4
dinitrofenil hidrazina (DNPH) em meio &cido, seguida de sucessivas lavagens com &cidos e
solventes organicos e incubacéo final com guanidina. Desta forma, a absorbancia das carbonilas
foi medida em um espectrofotdbmetro a 360nm, num meio de reacdo contendo os seguintes
reagentes: guanidina (6M) em &cido cloridrico (HCI) (2,5M) pH= 2,5; 2,4 DNPH em HCI
(2,5M); acido tricloroacético (TCA) 20%; TCA 10%; etanol - acetato de etila 1:1 (V/V)%.
Lipoperoxidacdo (LPO) por dosagem de substincias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS): O ensaio foi realizado com adicdo de homogenato em acido tricloroacético (TCA

10%) para precipitacdo das proteinas e acidificacdo das amostras. A mistura foi entdo
centrifugada por 3 min e o sobrenadante foi transferido para tubos de ensaio e mantido a 100°C
durante 15 min com a adicdo de solucédo de acido tiobarbitarico (TBA 0,67%). Transcorrido o
tempo, os tubos foram mergulhados no gelo para interromper a reacdo. A absorbancia foi
medida a 535nm em espectrofotdmetro*.

Andlise Estatistica. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Para comparacéo entre os grupos foi realizado ANOVA ONE-WAY seguido do pos-

hoc de Bonferroni. O nivel de significAncia adotado foi definido como p < 0,05.

Resultados

N&o houve diferencas em peso corporal, peso do rim esquerdo entre os grupos (Tabela
1). Os grupos H e HF apresentaram aumento no peso do rim direito comparado ao grupo C. A

glicemia foi menor no grupo HFT quando comparado ao grupo HF (Tabela 1).

Tabela 1 - Pardmetros Metabdlicos nos grupos estudados

Grupos

o (© H HF HFT
Variaveis
Peso corporal (g) 27419 264+12 26116 246+5
Rim Esquerdo (g) 0,69+0,09 0,81+0,12 0,93+0,03 0,84+0,03
Rim Direito (g) 0,67+0,09 0,91+0,03* 0,93+0,02* 0,87+0,03
Glicemia (mg/dl) 100,4+3,3 99,9+3,9 102,1+2,9 85,0=4,9%

* p< 0,05 vs. grupo C 1 p< 0,05 vs. grupo HF.
Fonte: Autoria propria.
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Perfil inflamatério em tecido renal

Nas avaliacbes de mediadores inflamatorios, ndo houve diferenca entre 0s grupos
estudados nos niveis de TNF-a em tecido renal. O grupo HFT apresentou maiores niveis de IL-
10 em relacdo aos demais grupos estudados. Ademais, houve reducéo na razdo TNF-o/IL-10

no grupo HFT comparado aos grupos H e HF (Figura 1).

Figura 1 - Perfil Inflamatdrio em Tecido Renal. (A) TNF-a (pg/ mg proteina) (B) IL-10
(pg/mg proteina). (C) Razdo TNF-a/ IL-10. * p< 0,05 vs. grupo C. T p< 0,05
vs. grupo controle H. { p< 0,05 vs. grupo HF
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Fonte: Autoria prépria.

Espécies pro-oxidantes em tecido renal

Nas avaliagOes de estresse oxidativo em tecido renal, houve aumento na concentragio
de anion superoxido (O2) nos grupos H e HF comparados ao grupo controle (C), com aumento
adicional do grupo HF em relagdo ao grupo H. Além disso, o grupo HFT apresentou valores
reduzidos comparado aos grupos H e HF (Figura 2).
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O grupo HF apresentou aumento na concentracdo de peréxido de hidrogénio (H203)

quando comparado aos demais grupos estudados (C, H e HFT) (Figura 2).

Figura 2 - Espécies Pro-Oxidantes em Tecido Renal. (A) Anion
Superédxido — O2” (nmol/ mg proteina) (B) Perdxido de
Hidrogénio — H20> (uM/g tecido). * p< 0,05 vs. grupo C.
T p< 0,05 vs. grupo controle H. { p< 0,05 vs. grupo HF
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Fonte: Autoria propria.

Defesas antioxidantes e biodisponibilidade de NO em tecido renal

Em relacdo as enzimas antioxidantes ndo foi observada diferenca na atividade da SOD
entre os grupos. Entretanto, o grupo HFT apresentou aumento da atividade da CAT em relagdo
ao grupo H (Figura 3).

O grupo HFT apresentou aumento na medida de FRAP em relacdo aos grupos H e HF,
e houve menores niveis de FRAP no grupo H quando comparado ao grupo C (Figura 3).

Na biodisponibilidade de NO foi observado aumento no grupo C em relagéo aos grupos

H e HF, com aumento adicional do HFT em relagdo aos demais grupos estudados (Figura 3).
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Figura 3 - Defesas Antioxidantes e Biodisponibilidade de Oxido Nitrico em Tecido Renal.
(A) Catalase (nmol/ mg proteina) (B) Superdxido Dismutase (hmol/ mg
proteina) (C) FRAP (uMFell/g) (D) Nitritos (nmol/ mg proteina). * p< 0,05 vs.
grupo C. ¥ p< 0,05 vs. grupo controle H. § p< 0,05 vs. grupo HF. FRAP = Ferric
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Fonte: Autoria prépria.
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Quando avaliada a oxidacdo de proteinas pela técnica de carbonilas, os grupos H e HF

apresentaram aumento comparados ao grupo C, seguido de uma reduc¢édo no grupo HFT quando

comparado ao HF. N&o houve diferenca na lipoperoxidacdo avaliada através dos niveis de

substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) entre os grupos estudados (Figura 4).
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Figura 4 - Dano Oxidativo em Tecido Renal. (A) Proteinas oxidadas -
Carbonilas (nmol/ mg proteina) (B) TBARS (umol/mg
proteina). * p< 0,05 vs. grupo C. § p< 0,05 vs. grupo HF.
TBARS = Thiobarbituric Acid Reactive Substances
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Fonte: Autoria propria.

Discussao

Considerando que a sobrecarga de frutose, para além das alteracdes metabolicas,
promove o estabelecimento de um perfil pré-inflamatorio e/ou pré-oxidante, sendo estes
mecanismos chave para o desenvolvimento da doenca renal, assim como a conhecida a¢do anti-
inflamatoria e antioxidante do treinamento fisico, nosso objetivo foi avaliar o impacto da
sobrecarga de frutose associada a predisposicdo a hipertensdo em mediadores inflamatorios e
de EO renal em animais hipertensos, além do papel do treinamento fisico aerdbio nesta
condicdo. Nossos principais achados enfatizam um prejuizo no balango redox no tecido renal,
e reforcam que o treinamento fisico aerdbio é eficaz em atenuar este prejuizo, bem como em

promover um perfil anti-inflamatorio renal neste modelo de desenvolvimento de SM.
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5.1:1&'.'5:

Sabe-se que alto consumo de frutose, iniciado em idade precoce, relaciona-se a
disfungBes metabdlicas e ao desenvolvimento de SM a longo prazo*. Para além destas
alteracdes, a literatura ja aponta um prejuizo em mecanismos de controle pressérico como
fatores adicionais a sobrecarga de frutose®”!!. Neste estudo, 0 aumento do tamanho do rim
direito nos grupos hipertenso (H) e hipertenso frutose (HF) pode ser explicado por um provéavel
mecanismo relacionado ao prejuizo na modulacdo da pressdo arterial, visto que o estudo de
Sans-Atxer et al. (2010) encontrou uma associacao entre 0 aumento no padréo de variabilidade
da presséo arterial diastdlica ao longo do dia com o maior tamanho renal, sugerindo ainda, que
esse desajuste, presente em condi¢des de controle pressorico prejudicado, como por exemplo
na HAS e SM, atue como um mecanismo de disfuncdo renal a longo prazo®.

Embora o consumo de frutose ndo tenha promovido alteracdes na glicemia entre os
grupos, o treinamento fisico foi eficaz em reduzir as concentragdes glicémicas, acentuando seus
beneficios mesmo em um perfil metabdlico desfavoravel como na presenca da sobrecarga de
frutose. Estudo prévio de nosso grupo ja demonstrou que o treinamento aerobio de 8 semanas
promoveu reducdo na glicemia em animais hipertensos submetidos a sobrecarga de frutose,
ressaltando seu papel benéfico mesmo na associacéo de fatores de risco cardiometabolico®.

Para além do impacto metabdlico e autondémico, a SM acrescenta fatores de risco para
0 manejo da HAS como inflamacéo e estresse oxidativo, que também estdo envolvidos como
mecanismos de lesio em 6rgdos alvo*. Em modelo de hipertenséo e sobrecarga de frutose nosso
grupo ja demonstrou comprometimento do sistema barorreflexo de controle da pressao arterial,
elevacdo de citocinas pro-inflamatdrias no tecido adiposo branco e desbalanco do perfil redox
plasméatico, marcado por reducdo da atividade da superéxido dismutase e aumento das
concentragdes de perdxido de hidrogénio!!. Ademais, neste mesmo estudo, observa-se que estas
alteracdes se iniciam ainda em estagios precoces da vida dos animais, e se estendem para sua
idade adulta®®.

Neste sentido, uma revisdo de Bernardes et al. (2017) discute o papel pro-inflamatorio
da frutose através de um prejuizo metabdlico, demonstrado pelo estabelecimento de
hiperlipidemia hepatica e no tecido adiposo branco que resulta em maior resisténcia a insulina,
disfuncdo endotelial e aumento de infiltrado inflamatdrio, predominantemente composto de
mondcitos—macrofagos, nestes sitios?®. Por sua vez, 0 aumento de citocinas pro-inflamatorias,
secretadas pelas células fagociticas, resulta na ativacao global do sistema imune que contribui
para maior liberacdo de EROs, que estimulam a expressdo do transcrito NFxB, sinalizando
uma cascata pro-inflamatdria, e possibilitam maior expressdo de peptideo-1 quimioatrativo,

resultando em maior migracdo de mondcitos e aumento na producdo de citocinas pro-
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inflamatorias TNF-a. e IL-6, perpetuando um ciclo vicioso entre inflamacdo e estresse
oxidativo?.

Adicionalmente, a inflamacao também contribui para a piora do perfil metabdlico, uma
vez que a maior concentracao de TNF-a e IL-6 reduz a sensibilidade a insulina inibindo as vias
de ativagio do substrato do receptor de insulina (IRS-1)*. A resisténcia a insulina torna o
ambiente mais hiperglicémico, o que promove auto oxidacdo da glicose formando produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs). Os AGEs estimulam a producdo de EROs através da
ativacdo de NADPH-oxidase, enzima com atividade pro-oxidante que catalisa reacdes de
transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular formando EROs?. E importante ressaltar
que este ambiente hiperglicémico, e por consequéncia pro-inflamatério, resulta em maior risco
cardiovascular também através da disfuncdo endotelial, assim como é capaz de lesionar
poddcitos no tecido renal, contribuindo para um quadro de podocitopatia e alterando a
permeabilidade glomerular, sendo um dos principais mecanismos relacionados a doenca renal
diabética?’.

Apesar de nao haver diferenca em TNF-a entre 0s grupos (Figura 1), no presente estudo
o0 treinamento fisico proporcionou o estabelecimento de um perfil anti-inflamatério renal
através das maiores concentragfes de IL-10 (citocina anti-inflamatoria) e reducdo da razdo
TNF-o/IL-10 (Figura 1). Previamente, Bernardes et al. (2016) demonstraram que o treinamento
fisico aerdbio foi eficaz em estabelecer um perfil anti-inflamatério em tecido adiposo branco,
mesmo com a continuidade de uma dieta rica em frutose, em animais com 45 dias de vida,
reduzindo em 40% a razdo TNF-o/IL-10 no grupo treinado comparado ao grupo frutose
sedentario®. Em conjunto, estes achados reforcam a atuacio do treinamento fisico como uma
ferramenta importante no manejo das disfuncGes precoces associadas a SM.

O aumento de Oz e H2O: (Figura 2) observado no tecido renal do grupo hipertenso com
frutose (HF), mas ndo no grupo puramente hipertenso (H), demonstra o papel de ativacéo pro-
oxidante da frutose. De fato, a literatura aponta maior producdo de EROs em quadros associados
a0 consumo exacerbado de frutose como resisténcia a insulina, hipertenséo e dislipidemia®.

Diferentes mecanismos permitem explicar a relagdo direta ente a sobrecarga de frutose
e 0 desbalango redox renal. Primeiro, em virtude de um ambiente hiperglicémico, por
resisténcia a insulina, ocorre maior expressdo de NOX 4 no rim, isoforma da NADPH-oxidase
formadora de O." e H202, com consequente prejuizo na vasodilatagdo mediada pelo NO.
Ademais, a frutose também pode promover disfuncdo mitocondrial e maior expressdo da
proteina p22phox, componente da enzima NADPH-oxidase?®. Outra alteragio desencadeada

pela dieta rica em frutose é o aumento de acido Urico (AU), que esta relacionado a prejuizos
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metabdlicos, assim como inflamacio e desbalanco no perfil redox?®. O estudo de Ejaz et al.
(2006) associa 0 AU a ativacdo da enzima NADPH-oxidase, o que estimula a produgéo de
EROs com resultante peroxidac&o lipidica contribuindo para insulto renal?®.

Além de sua atuacdo local, no sistema nervoso central as EROS sdo capazes de
aumentar a sinalizacdo para sintese de angiotensina Il (ANG), aldosterona e hormonio
antidiurético (ADH), que juntos promovem aumento pressorico sustentado a nivel renal e
sistémico?. Cabe ressaltar que, além da inflamagéo, o EO também apresenta relagdo direta com
a doenca renal, levando a disfuncdo endotelial, injaria glomerular e fibrose tabulo intersticial®.

A menor biodisponilidade de 6xido nitrico (Figura 3) observada nos grupos H e HF pode
estar diretamente relacionada a maior concentracdo de O2 nestes grupos. De fato, 0 O2 pode
reagir com o NO formando peroxinitrito (ONOO"), um radical citotéxico que promove dano a
proteinas, lipidios e acidos nucléicos, como também contribui para inativacdo da enzima éxido
nitrico sintase endotelial (eNOS), através da oxidacdo de seus cofatores, como por exemplo
tetrahidrobiopterina (BH4). A forma inativada/ desacoplada adquirida pela eNOS é incapaz de
sintetizar NO e desvia sua produc&o para maior sintese de 02

A auséncia de diferenca entre os grupos na atividade das enzimas antioxidantes SOD e
CAT (Figura 3) pode estar associada a concentracdo da sobrecarga de frutose bem como ao
tempo de seguimento deste estudo, uma vez que estudo de Dornas et al. (2017) mostrou uma
redugdo de SOD e aumento de NF«B (transcrito pro-inflamatério) em tecido renal de animais
submetidos a uma dieta rica em frutose (20%) durante 20 semanas associada a dieta rica em sal
(8%) por 10 semanas®’. Apesar de ndo haver impacto na atividade das enzimas antioxidantes
no presente estudo, € importante salientar que os animais mesmo avaliados em uma idade ainda
jovem, ja apresentam prejuizos no perfil redox renal, caracterizada por maior concentracdo de
EROs oriunda da sobrecarga de frutose.

Estudos prévios do nosso grupo ressaltam a capacidade anti-inflamatéria e de combate
ao EO do treinamento fisico. Dias et al. (2020) demonstraram que o treinamento combinado
(aerdbio + resistido, 40 — 60% de intensidade durante 8 semanas) promoveu reducdo de
proteinas carboniladas, isto €, modificadas oxidativamente, em tecido cardiaco ap6s 60 dias de
consumo de frutose no mesmo modelo experimental que no presente estudo®®. A reducéo de
proteinas oxidadas (Figura 4) no grupo frutose treinado comparado ao grupo frutose sedentario
tambem foi observada neste estudo em tecido renal. Além disso, Bernardes et al. (2021),
demonstraram que o treinamento fisico aerébio, em outras palavras o estilo de vida fisicamente
ativo, diminui os prejuizos em perfil redox plasmético, previamente evidenciado por uma

reducdo da atividade plasmatica da SOD e elevacdo do dano oxidativo em animais com 60 dias
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de consumo de frutose (90 dias de vida), reforcando o papel protetor da atividade fisica contra
o estabelecimento do deshalanco redox®.

No presente estudo, apesar de ndo haver diferencas nas enzimas antioxidantes do grupo
HFT comparado ao HF, o treinamento fisico aer6bio promoveu aumento da capacidade
antioxidante ndo enzimética (FRAP) e na biodisponibilidade de éxido nitrico (nitritos renais)
(Figura 3), além de reducdo de O2" e H20,. (Figura 2). Até onde sabemos, nosso estudo é o
primeiro a demonstrar os beneficios do treinamento fisico aerébio de 8 semanas em parametros
de estresse oxidativo em tecido renal neste modelo experimental de desenvolvimento de SM.

Em conclusdo, o treinamento aerébio mitigou os prejuizos em estresse oxidativo e
proporcionou um perfil anti-inflamat6rio renal neste modelo experimental de hipertenséo e
sobrecarga de frutose, o que sugere sua eficdcia como uma abordagem capaz de atenuar as
alteracdes inflamatorias- oxidativas, mesmo na associacdo de fatores de risco ao longo do

desenvolvimento da SM.
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