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RESUMO

Introducfo: A relevancia das respostas redox, inflamatorias e metabdlicas do musculo
esquelético na génese e progressao da doenga renal do diabetes (DRD) tem sido
demonstrada em estudos recentes, nos quais o estresse oxidativo se apresenta como um
excelente regulador desse mecanismo. O combate a doengas cronicas com inflamagdo de
baixo grau, como a DRD, ¢ realizado por abordagens ndo farmacolégicas, tendo a dieta e o
exercicio fisico leve e moderado como exemplos, e farmacologicas, como pelo emprego dos
inibidores do cotransportador sédio-glicose-2 (iISGLT2), sendo que os efeitos dessas duas
terapias, combinadas ou ndo, ainda ndo foram completamente elucidados na literatura.
Objetive: Avaliar os efeitos do exercicio associado ao iISGLT2 na regulagdo do sistema
redox, inflamatoria e metabdlica muscular em animais expostos a DRD experimental
(DRDe). Materiais e métodoes: Camundongos C57BL/6J foram randomicamente divididos
em 5 grupos e expostos @ DRDe através da associacao de dieta hiperlipidica (DHL) e dose
unica de estreptozotocina (STZ, 40mg/kg). Apds 15 semanas, os animais receberam iSGLT2
(empagliflozina, 35mg/kg) ou veiculo por gavagem, associados ou ndo a um programa de
exercicios (Ex) de intensidade intermediaria. Parametros clinicos (variagdo de peso,
consumo caldrico e glicemia plasmatica) e funcionais (glicostria e albumindria) foram
avaliados ao longo do experimento. Ap6s 25 semanas de estudo, os animais foram expostos
a eutanasia para obtencdo de amostras musculares, bem como para a avaliagdo dos
parametros histologicos e moleculares. Valores de p<0,05 denotaram significancia
estatistica. Resultados: O aumento da obesidade e o quadro do diabetes promoveram
elevacao significativa no peso corporal, na glicemia e nos niveis de glicosuria e albumindtria,
porém nenhuma alteragdo foi observada nos pardmetros de estresse oxidativo e
inflamatoérios analisados. O tratamento com iSGLT2 reduziu os patamares de glicemia, da
glicostria e albuminuria, além de reduzir os niveis de IL-10 e o conteudo PI3K no tecido
muscular. O programa de exercicio fisico reduziu a glicemia, a glicostria e a albumindria,
sem, entretanto, proporcionar efeito significativo nos niveis infamatorios, redox e
metabolicos. O uso associado do iISGLT2 e do exercicio fisico, por sua vez, reduziu os
medidores inflamatorios no tecido muscular. Os resultados deste estudo demonstram que
tanto o tratamento com o iISGLT2 quanto com o exercicio fisico, individualmente e em
combinagao, oferecem beneficios distintos e complementares para camundongos diabéticos
obesos expostos a uma dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: estresse oxidativo; iSGLT2; obesidade; diabetes mellitus; doenca renal do
diabetes.



ABSTRACT

Introduction: The relevance of redox, inflammatory, and metabolic responses of skeletal
muscle in the genesis and progression of diabetic kidney disease (DKD) has been
demonstrated in recent studies, where oxidative stress emerges as a key regulator of this
mechanism. The management of chronic diseases with low-grade inflammation, such as
DKD, involves both non-pharmacological approaches, like diet and moderate exercise, and
pharmacological interventions, such as sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT21) inhibitors.
However, the combined effects of these two therapies on skeletal muscle remain
incompletely understood. Objective: To evaluate the effects of exercise combined with
SGLT2 inhibition on the regulation of the muscular redox, inflammatory, and metabolic
system in animals with experimental diabetic kidney disease (eDKD). Materials and
Methods: C57BL/6J mice were randomly divided into 5 groups and exposed to eDKD
through a combination of a hyperlipidaemic diet (HFD) and a single dose of streptozotocin
(STZ, 40mg/kg). After 15 weeks, animals received SGLT2 inhibitors (empagliflozin,
35mg/kg) or vehicle by gavage, with or without an intermediate-intensity exercise program
(Ex). Clinical parameters (weight variation, caloric intake, and plasma glucose) and
functional parameters (glycosuria and albuminuria) were assessed throughout the
experiment. After 25 weeks, animals were euthanized for muscle sample collection and
histological and molecular analyses. Statistical significance was set at p<0.05. Results:
Increased obesity and diabetes led to significant elevations in body weight, glycemia,
glycosuria, and albuminuria, but no alterations were observed in oxidative stress and
inflammatory markers. SGLT2 treatment reduced glycemia, glycosuria, albuminuria, and
muscle IL-10 and PI3K levels. Exercise reduced glycemia, glycosuria, and albuminuria but
had no significant effect on inflammatory, redox, or metabolic markers. The combination of
SGLT2 and exercise reduced inflammatory markers in muscle tissue. Conclusion: Both
SGLT2 inhibition and exercise, individually and in combination, offer distinct and
complementary benefits for obese diabetic mice with eDKD.

Keywords: oxidative stress; SGLT2i; obesity; diabetes mellitus; diabetic kidney disease.



RESUMO POPULAR

A doenga renal do diabetes ¢ uma condi¢do que acomete especificamente pessoas portadoras
do diabetes mellitus, podendo causar a faléncia do rim e, eventualmente, o 0bito. A pratica
de exercicios fisicos e 0 uso de medicamentos, separadamente, tém eficiéncia comprovada
no combate a doenga. Porém, a eficiéncia da aplicacao associada dessas duas terapias ainda
ndo esta estabelecida. Esse estudo buscou analisar, em camundongos expostos a doenga renal
do diabetes experimental, o efeito do uso combinado do exercicio fisico moderado ao
medicamento como forma de tratamento. Os resultados aqui apresentados demonstram a
eficiéncia da agdo sinérgica do exercicio na sua associagdo ao medicamento através da
reducdo do mecanismo inflamatorio.
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1 INTRODUCAO

Os elementos atualmente favoraveis ao sedentarismo e a urbaniza¢do dos espagos,
aliados a uma maior expectativa de vida, sio um paradoxo na busca da longevidade com
qualidade de sobrevivéncia para o ser humano. O mais recente levantamento global estima
que, em 2025, pelo menos 2,7 bilhdes de pessoas ao redor do mundo estardo com sobrepeso,
além de 1 bilhdo de obesas ¢ outras 177 milhdes extremamente obesas [1-4]. A obesidade ¢é
uma sindrome metabolica caracterizada por um estado de inflamagao cronica sistémica e de
baixo grau, que contribui para o desenvolvimento da hipertensao arterial sistémica, entre 13
e 22 tipos de cancer e que representa um fator de risco sete vezes maior para o diabetes
mellitus (DM) tipo 2 (T2DM), de cuja doenca aproximadamente 90% dos adultos sdo obesos
[5-8]. A obesidade eleva também o risco da doenga renal cronica (DRC) e da doenca renal
do diabetes (DRD), também conhecida como nefropatia diabética [9, 10]. A DRD ¢
geralmente assintomatica, caracterizada pela hipertrofia, esclerose e fibrose glomerular em
um quadro patoldgico resultante da exposicao prolongada a patamares elevados de glicose
no sangue, levando a alteracdes metabodlicas e hemodinamicas. A progressao da DRD se
manifesta através da albumindria lentamente progressiva, acompanhada do agravamento da
insuficiéncia renal e hipertensdo, sendo que tais complicagcdes comprometem também de
forma gradual a capacidade de filtragem dos rins, levando a um declinio irreversivel da sua
fun¢ao [9, 11, 12].

O manejo eficaz da obesidade e do T2DM ¢ fundamental para prevenir e retardar o
inicio da DRD. Dentre as terapias farmacoldgicas no enfrentamento da doenga, os inibidores
dos cotransportadores de sodio-glicose-2 (iISGLT2) sdo uma classe de medicamentos que
impede a reabsor¢ao de glicose pelos rins, tendo sido utilizada com é€xito na ultima década
[13, 14]. As substancias ativas utilizadas e seus respectivos nomes comerciais sdo a

canagliflozina (Invokana®), a dapagliflozina (Forxiga®), a empagliflozina (Jardiance®) e a
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ertugliflozina (Steglatro®). Além disso, os iSGLT2 vém apresentando efetividade
terapéutica multifacetada por, além da melhora renal evidenciada através da diminuicdo dos
niveis de albuminuria e desaceleragdo da DRC, proporcionar progressos também no controle
metabodlico e efeitos cardioprotetivos [15-18].

Adicionalmente, terapias ndo-farmacoldgicas como o exercicio fisico sdo uma
estratégia auxiliar aos tratamentos convencionais com comprovada eficacia [19-22],
exemplificada pela publicag¢do, liderada por um grupo multidisciplinar de experts, da
primeira diretriz global sobre a sua utilizagdo como instrumento de combate a DRC [23]. Os
varios efeitos mediados pelo exercicio fisico em geral refletem positivamente na agdo de
diferentes Orgdos e sistemas, em particular o muscular esquelético, que contribui para o
controle ¢ diminui¢cdo da obesidade e do T2DM, através da melhora da sensibilidade a
insulina, repercutindo na captacdo de glicose e consequente reducao dos seus niveis séricos
e da gordura corporal, tanto em seres humanos quanto em animais. Tais mecanismos
impactam diretamente na evolu¢do da funcgdo renal e reducdo do risco de complicagdes
renais do T2DM [24-30].

Apesar da reconhecida utilizagdo do exercicio como parte do tratamento da doenca,
sua associacgao e possiveis efeitos benéficos no papel como agente sinérgico com os iSGLT2
na resposta redox, inflamatoria e metabolica muscular da DRD nao foram ainda testados, o

que pode trazer um consideravel avango no combate a doenca.

22



2 JUSTIFICATIVA

A maneira com que o musculo esquelético reage a combinagao do exercicio de cunho
leve e moderado com o inibidor do cotransportador de s6dio-glicose-2 no combate a doenga
renal do diabetes ndo estd estabelecida na literatura, gerando assim uma lacuna no
conhecimento cientifico e clinico. A compreensdo das adaptagdes no ambiente molecular
causadas pela associa¢do dessas terapias ¢ essencial para a desaceleragdo ou até mesmo
reversdo de alguns dos efeitos da doenga, visando assim proporcionar melhor qualidade de
vida a pessoa por ela acometida. Na busca de compreenderem-se os mecanismos de resposta
ao tratamento proposto nesse experimento pré-clinico, espera-se contribuir para o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas clinicas nefroprotetoras que possam servir de

base para politicas de saude publica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo serdo apresentados: os fatores de risco e etioldgicos que contribuem
para o estabelecimento da doenca renal do diabetes; a defini¢do, etimologia e fisiopatologia
da doenga, bem como suas manifestagoes clinicas. Também sera descrito o estado da arte no
uso do inibidor do cotransportador de so6dio-glicose-2 e do exercicio fisico, separadamente,
enquanto mecanismos de combate a doenga. Nesse contexto, analisar-se-30 as interagdes

também isoladas de ambos nos ambientes redox, inflamatorio e metabdlico muscular.

3.1 OBESIDADE

Com pelo menos 1 bilhdo de pessoas atualmente obesas, dentre as quais 159 milhdes
de criangas, ¢ em torno de 5 milhdes de 6bitos anuais em decorréncia do sobrepeso e da
obesidade, a necessidade do combate as suas causas e efeitos se torna urgente, em particular
e preventivamente na populacdo infantil [2, 4]. Apresentando propor¢des epidémicas no
cenario mundial e sem sinais de desaceleragdo, a obesidade é definida como o actiimulo
excessivo ou anormal de gordura que representa risco a saude, estando também associada a
habitos de vida desfavoraveis, como o sedentarismo [31, 32]. Seus parametros, estabelecidos
pela Organizacdo Mundial de Saude de acordo com o IMC — indice de massa corporal, sdo
de 25 ou mais para sobrepeso e de 30 ou mais para obesidade na populagdo adulta [33]. Com
base nesses indicadores, foi constatado em 2024, pela primeira vez, que o nimero de pessoas
adultas nas capitais brasileiras com sobrepeso ultrapassou aquele das pessoas com peso
normal (38,45% vs. 36,93%), sendo que a obesidade representou outros 24,62% [34]. Dados
recentemente publicados pela FIOCRUZ — Fundag¢dao Oswaldo Cruz, também em 2024,
apontam para 2044 a estimativa de obesidade em 48% da populacdo adulta no Brasil, e outros

27% com sobrepeso [35, 36].

24



Uma das principais causas da obesidade ¢ a ingestdo exacerbada de agucares por
meio de uma dieta hiperlipidica (DHL), gerando excesso de peso e disturbios metabdlicos
que podem levar ao T2DM. A glicose € o substrato energético primario da maioria das
células e o seu transporte, que ocorre em tecidos sensiveis a insulina, como o musculo
esquelético, ¢ fundamental para a sobrevivéncia humana e vem sendo alvo de aten¢do na
literatura [37, 38]. Falhas no mecanismo de sinaliza¢do de células insulinodependentes como
miocitos e adipdcitos, caracteristicas no DM tipo 1 (T1DM), ou acimulo de glicose
sanguinea causado pela resisténcia a insulina (RI) normalmente ocorrida no T2DM, causam
diminuicao de forca e massa muscular, além do aumento das espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Figura 1) [39-42]. A insulina, um hormoénio peptideo produzido e secretado pelas
células B-pancreaticas, regula a absor¢ao da glicose vinda do sangue e destinada as células
musculares, adiposas e do figado. Na RI, ocorre o acimulo de glicose sérica, que pode levar
ao pré-diabetes. Isso faz da insulina o principal componente patogénico de varias doengas

metabolicas, como o T2DM [43, 44].

Figura 1. Via da sinalizacdo da insulina em pessoas diabéticas tipos 1 e 2.
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Mecanismos que (a) refletem a auséncia da insulina, como no diabetes tipo 1 (T1DM); e (b) geram resisténcia
insulinica, como no tipo 2 (T2DM). IRS-1 = substrato 1 do receptor de insulina; PI3K-Akt = fosfatidilinositol
3-quinase/proteina quinase B; GLUT4 = transportador de glicose 4. Adaptado de: Ahmad, Choi e Lee, 2020.
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3.2 DIABETES MELLITUS

Uma das consequéncias da obesidade que ¢ agravada pela RI ¢ o DM, um disturbio
metabolico intermedidrio com niveis glicémicos persistentemente elevados. Conforme os
indicadores mais recentes da International Diabetes Foundation, 10% da popula¢do mundial
adulta, o que representa quase 540 milhdes de pessoas, conviviam com a doenga em 2021
[45]. Dados publicados em 2024 pela American Heart Association apontam 115,9 milhdes
de pessoas com pré-diabetes e, se somados as estimativas para 2045, que apontam um
aumento de quase 50% no nimero de pessoas atualmente acometidas pela doenga, a projegao
¢ de um possivel cenario com mais de um bilhdo de pessoas adultas com DM nos proximos
20 anos [46]. Dentre as suas principais manifestagdes, o TIDM responde por 5-10% dos
casos e tem como predicado classico a deficiéncia na producdo da insulina. Ao identificar a
glicose na corrente sanguinea, o substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) ndo ativa a via
de sinalizagdo que ira transporta-la para dentro da célula dos tecidos muscular e adiposo.
Dentro do seu estado hiperglicémico caracteristico, 0 T2DM ¢ responsavel por 90% dos
casos da doenga, em um cenario em que a secre¢ao da insulina causa uma falha funcional
progressiva das células B-pancreéticas [6, 45, 47].

Em estudo que englobou as principais revisdes sistematicas e estudos cohort
relacionados ao tema, Tomic, Shaw e Magliano (2022) concluiram que o DM ¢ responsavel
ndo apenas pelo desenvolvimento de doengas como a neuropatia, a retinopatia, o derrame
cerebral, doengas coronarias ¢ a DRC, mas que também esta ligado as chamadas
complicagdes emergentes, como infecgdes, alguns tipos de cancer e desordens afetiva,
cognitiva e funcional [48]. Em ambas as categorias de complicagdes, conforme a severidade
e duracao da doenga, alguns 6rgaos como o pancreas € o rim, e tecidos como o muscular
esquelético, tétm comprometidas suas fungdes e atividades em decorréncia da RI e,

eventualmente, do DM [49, 50].
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Sob a perspectiva renal, o DM ¢ tido como um estado de fartura nutricional, no qual
cada célula possui vias especificas de reconhecimento e resposta a acdo de nutrientes para
que a utilizacdo dos seus substratos seja apropriada [51]. Nesse contexto, o musculo
esquelético ¢ um tecido metabolico essencial, compondo em média 40% do peso corporal
total e sendo responsavel pela maioria (85%) da absorcdo da glicose mediada pela insulina
através de um mecanismo altamente coordenado de translocagao e fusdo do transportador de
glicose GLUT tipo 4 (GLUT4) na membrana celular. O GLUT4 se diferencia dos outros
membros da familia GLUT nos mamiferos pela sua total dependéncia da insulina por ser
expresso de maneira acentuada nas células do musculo esquelético. Sua quantidade esta
correlacionada com a capacidade de transporte da glicose em resposta a agdo da insulina e
as contragdes musculares [52-54]. Portanto, a falha muscular no consumo da glicose e seu
impacto direto no mecanismo da RI, que por sua vez impede a absor¢do dessa molécula e
faz com que se estabeleca um persistente quadro hiperglicémico na corrente sanguinea,
criam um ambiente bastante favoravel ao desenvolvimento de doengas relacionadas, dentre

elas a obesidade, o DM e a DRD [55, 56].

3.3 DOENCA RENAL DO DIABETES

A DRD, uma forma de DRC, ¢ uma complicagdo cronica do diabetes mellitus que
causa danos progressivos aos rins. Essa relagdo causal ¢ caracterizada pelo diagnostico igual
ou superior a 3 meses de queda na taxa de filtracdo glomerular abaixo dos 60mL/min, ou de
lesdo estrutural renal com niveis de albuminuria/creatinina superiores a 30mg/dia. A DRD
causa perda progressiva, irreversivel e em muitos casos assintomadtica da funcao do 6rgao.
Esse cenario, demonstrado na Figura 2, gera aumento da pressdo e hiperfiltracao
glomerulares levando a uma potencial glomeruloesclerose, fibrose tubulointersticial e ao

espessamento da membrana basal [11, 57-59].

27



Figura 2. Mecanismo hemodinamico da doenga renal do diabetes.
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Mecanismo hemodindmico da doenca renal do diabetes, que causa vasodilatagdo da arteriola aferente e
vasoconstricdo da artéria eferente, levando a possiveis danos na taxa de filtragdo glomerular. Adaptado de:
Tonneijck et al., 2017.

3.3.1 Inflamacao na Doenca Renal do Diabetes

No TI1DM, uma reacdo autoimune ataca as células B-pancredticas impedindo a
produgdo e secrecao de insulina, comprometendo a captacdo de glicose pelas células
musculares e adiposas, gerando um estado hiperglicémico. Esse cenario obriga a elevacao
da quebra de proteinas musculares, gerando o processo de protedlise, que contribui para a
perda de massa e fungdo muscular, podendo levar a atrofia muscular e sarcopenia [60-62].
No T2DM, um processo multifatorial que envolve predisposi¢do genética, sedentarismo e a
obesidade muitas vezes ocasionada pela DHL, a resposta inflamatdria cronica do organismo
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compromete a acdo da insulina. Isso ocorre, em parte, devido a fosforilagdo inibitdria do
IRS-1 e a diminui¢do da expressdo e/ou translocacdo do GLUT4, dificultando a entrada de
glicose nas células musculares. O excesso de glicose na corrente sanguinea ¢ entdo
convertido em gordura e armazenado no tecido adiposo, aumentando o teor de lipidios nesse
tecido e perpetuando a hiperglicemia cronica caracteristica do T2DM, ainda que o tecido
adiposo continue a captar parte da glicose via GLUTA4. Essa hiperglicemia, em conjunto com
outros fatores como a obesidade, a inflamag¢do e a lipotoxicidade, pode levar a disfungdo
mitocondrial no musculo esquelético, contribuindo para o desenvolvimento e agravamento
da RI. [60, 63, 64]. Esse estado hiperglicémico cronico pode ainda, com o passar do tempo,
causar danos no sistema circulatorio gerando placas de aterosclerose, mau funcionamento
renal e nervoso, compromenter os vasos sanguineos dos pés e olhos, elevando assim o risco
de diversas doencas. Desta forma, em linhas gerais, ambas as privagdes total ou parcial da
insulina fazem com que o sistema imunologico, que age como primeira linha de defesa do
organismo, encare a DRD através da acdo dos macréfagos e producao de citocinas pro-
inflamatérias € ERO, ilustrando a complexidade com que a DRD afeta os mecanismos

inflamatério e muscular [65-67].

3.3.2 Mecanismo Redox na Doenca Renal do Diabetes

O estresse oxidativo contribui para o desenvolvimento de diversas condic¢des
patologicas, estando envolvido no inicio e/ou progressao de doengas como o cancer, a
aterosclerose, doengas pulmonares e cardiovasculares, distirbios neurolégicos € o DM [68].
No ambito molecular, a cascata de efeitos ocasionada pela DRD causa desequilibrio no
mecanismo de oxirredugdo, fazendo com que a producdo de radicais livres possa gerar
estresse oxidativo. Tal afirmag¢do ¢ constatada em recente revisao do estado da arte sobre o

papel das ERO na DRD, na qual Ma e colaboradores (2023) relatam a sua fun¢ao enquanto
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elemento crucial no desenvolvimento e na progressdao da doenga. Os autores afirmam que a
DRD, induzida por altos niveis de glicose, leva a um aumento na produ¢do de ERO, as quais
contribuem significativamente para os mecanismos patogénicos da doenca [69]. No
ambiente redox, o peroxido de hidrogénio (H20>) tem acdo redutora e oxidante, contribuindo
na ativagao de vias de sinalizag¢do celular e na modulagdo da resposta autoimune, enquanto
0 seu excesso pode levar a perda da funcdo e eventual apoptose muscular [70]. A catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) sdo enzimas antioxidantes que neutralizam os
radicais 4nion superoxido (02%) e decompdem o H>O,, utilizando a glutationa,
respectivamente, para proteger a célula contra o estresse oxidativo. No mesmo ambiente, o
malondialdeido (MDA ) realiza o papel de marcador de dano oxidativo e a proteina carbonila
pode exacerbar o dano oxidativo no corpo [68, 71]. Desta forma, pode-se afirmar que o
estado hiperglicémico sérico presente na DRD leva a intoxicagdo por substancias
intermediarias, em particular as ERO, fazendo com que a oxidag¢do aumentada de substratos
mitocondriais venha a gerar producdo de O2” em demasia. Essas reacdes, juntas, podem
causar disfuncdo celular, inflamagdo, apoptose e fibrose em células expostas ao fluxo

excessivo da glicose [72].

3.4 EXERCICIO FISICO

A utilizacao do aparato muscular esquelético do corpo humano, por meio da pratica
regular do exercicio fisico, ¢ capaz de promover efeitos similares aos da insulina através dos
estimulos que o musculo proporciona para a captagcdo da glicose circulante no sangue, desta
forma diminuindo a resisténcia periférica do organismo a propria insulina [73, 74]. Durante
o exercicio, o musculo esquelético age como uma espécie de repositorio de glicose na forma
de glicogénio, auxiliando assim o corpo a buscar a sua homeostase por meio de difusao

facilitada [75-77]. Além disso, o exercicio promove perda de peso, redu¢ao da pressao
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arterial, aumento da massa magra, melhora do perfil lipidico e da funcdo renal como
beneficios resultantes de um mecanismo de agdo ndo-farmacoldgica no enfrentamento de
diversas doencas, como a DRD [55, 78, 79]. Em recente andlise clinica publicada por
Butraguefio e Ruiz (2024), o potencial adjunto do uso do exercicio e medicamentos no
tratamento ¢ combate a obesidade estabelece uma ‘alianga metabdlica’ entre esses dois
agentes, com os autores relatando os beneficios causados pela utilizagdo de cada um deles

separadamente [80], conforme descrito na Figura 3.

Figura 3. Beneficios da farmacoterapia e do exercicio na obesidade e metabolismo.
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Beneficios da farmacoterapia e do exercicio na obesidade e no metabolismo humano. Vermelho indica os
beneficios exercidos pela farmacoterapia, enquanto azul denota os beneficios do exercicio. Esta figura destaca
a abordagem holistica de integrar a utilizacdo da farmacologia no combate a obesidade, juntamente do
exercicio, para melhorar sinergicamente a saude metabolica. Adaptado de: Butraguefio e Ruiz, 2024.

A OMS — Organizagao Mundial de Saude recomenda que a pratica semanal para a
popula¢do adulta seja de 150-300 minutos em intensidade moderada, 75-150 em intensidade
vigorosa, ou alguma combinagdo equivalente entre elas. Aconselha-se ainda que ambas as
faixas etarias também se utilizem de atividades de fortalecimento muscular aliadas aquelas
que visem reduzir comportamentos sedentarios [81]. Ha diversas modalidades de exercicio,

como, por exemplo, as de curta e longa duragdo, as de forca e resisténcia, além de métodos
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intervalados. O exercicio leve e moderado, composto por movimentos repetitivos e
continuos que recrutam grandes grupos musculares, eleva a frequéncia cardiaca e a
respiragdo, demandando maior consumo de oxigénio. Essa demanda energética intensificada
promove a queima de calorias e gordura, auxiliando na perda de peso. Além disso, o
exercicio de intensidade leve e moderada fortalece o sistema cardiovascular, melhora a
resisténcia fisica, aumenta o metabolismo basal e contribui para a satide mental, reduzindo
o estresse ¢ melhorando o humor. A combinagao desses beneficios faz do exercicio aerobico
uma ferramenta essencial para quem busca emagrecer de forma saudavel e sustentavel [81,

82].

3.4.1 Exercicio Fisico e a Doenca Renal do Diabetes

Com a instalacdo da obesidade, o organismo desencadeia uma inflamagdo cronica
sistémica e de baixo grau que gera o estresse do reticulo endoplasmatico, a disfungdo
mitocondrial, a hipoxia e o estresse oxidativo em geral, condi¢des que podem levar ao DM
e DRD. Uma vez instalado o quadro da DRD no organismo, o musculo esquelético também
tem comprometida a sua funcdo mitocondrial, além de sofrer alteracdes na sua
vascularizac¢do, fun¢do nervosa, composi¢ao de fibras e, eventualmente, a caquexia [83]. Em
contrapartida, o mecanismo de aumento de demanda energética durante a execugdo do
exercicio gera varios beneficios a saude, conforme ja relatado, e o consumo também elevado de
oxigénio se transcreve em aumento nas ERO visando regular o balanco redox e gerar
respostas antioxidantes [84]. Essa utilizacdo, quando sustentada majoritariamente pela
gordura visceral, diminui a RI em um cenério que contribui para a utilizagao de uma porcao
ainda maior da glicose que ¢ estimulada pela insulina, em que maiores niveis de massa magra
proporcionam melhor efeito na homeostase da glicose, conforme ilustrado na Figura 4 [30,

85, 86].
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Figura 4. Efeitos protetivos do exercicio no combate a doenca renal do diabetes.
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Efeitos protetivos ocasionados pela utilizagdo do exercicio no combate a doenga renal do diabetes em humanos
(a) e em estudos animais (b). ERO = espécies reativas de oxigénio. Adaptado de: Li e Guo, 2024.

Além dessas respostas, o exercicio de intensidade leve e moderada apresenta
melhoras também na func¢dao metabodlica como um todo, com exemplos na obesidade [87],
na saude cardiometabdlica [29], na neuropatia [88] e na diminui¢do dos riscos relacionados
a funcdo renal e reducdo de albuminuria e, eventualmente, no combate a DRD [21, 89]. A
utilizacdo do exercicio enquanto ferramenta nao-farmacoldgica no combate a DRC ¢
também evidenciada em recente publicacdo de Baker e colaboradores (2022), na primeira
diretriz global do género baseada em evidéncias obtidas de pessoas com DRC, incluindo
aquelas em dialise e transplantadas, nas quais os efeitos do exercicio regular sdo
extensamente descritos e a sua realizacao ¢ encorajada, objetivando aumento da massa magra
e diminui¢do da gordura, que proporcionam melhoras principalmente nos niveis glicémicos

séricos, na diminuicao da resisténcia a insulina e no estado geral de satde [23].
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3.4.2 Exercicio Fisico, Regulacio Redox e Resposta Inflamatoria

O consumo de oxigénio celular, que durante a pratica do exercicio ¢ aumentado pelo
fato de o organismo tentar suprir a demanda metabolica das fibras musculares, ¢ tido como
exacerbado. Entretanto, apenas 2-5% do oxigénio captado pelas fibras musculares sdo
responsaveis pela formagao de radicais livres através do aumento da fosforilagdo oxidativa
durante a respiragdo mitocondrial, o que resulta em estresse oxidativo [90, 91]. Em revisao
conduzida sobre a a¢do antioxidante e anti-inflamatoria do exercicio moderado regular na
prevencao da progressdo do T2DM, Teixeira-Lemos e colaboradores indicam a sua
prescricdo como mecanismo auxiliar, recomendacdo essa alinhada a autoridades como a
American Diabetes Association ¢ a European Association for the Study of Diabetes, que
sugerem a pratica do exercicio como mecanismo alternativo aos medicamentos utilizados no
tratamento e diminui¢ao dos niveis inflamatorios e metabdlicos da doenca [92]. Diversos
estudos mais recentes também relatam que, em condigdes normais, o aumento de radicais
livres estd aliado a diminuicdo de antioxidantes em células musculares esqueléticas e
adipdcitos, ainda que a capacidade antioxidativa também possa ser elevada como reflexo do
exercicio, desencadeando respostas inflamatorias moduladas benéficas ao organismo, bem
como a propria regulacdo da homeostase redox por meio de vias moleculares [93-95].

No ambiente celular (Figura 5), a proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK), considerada um dos melhores sensores da glicose muscular, tem a
sua expressao e atividade modificadas durante a pratica do exercicio fisico visando sinalizar
os varios efeitos na busca pela homeostase celular, como regeneracdo, biogénese
mitocondrial, desregulagdo da autofagia e outras respostas citoprotetivas que contribuem
para o desenvolvimento da DRD [96-98]. Da mesma forma, ao detectar perturbagdes no
equilibrio oxidante-antioxidante no organismo, uma série de outras reagdes ¢ desencadeada,

ativando vias como a enzima fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B (PI3K-Akt).
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Enquanto a AMPK serve como sensor de energia, tendo a sua expressio em excesso
associada a varias doengas como a DRD, ao ser ativada, a Akt cumpre o papel de tentar

regular a sinalizacdo das moléculas descendentes [72, 99].

Figura 5. Mecanismo de captacdo da glicose na pratica do exercicio fisico.
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Mecanismo de captagdo da glicose na pratica do exercicio fisico envolvendo vias moleculares que,
independentemente da insulina, translocam o GLUT4 para a membrana celular, onde ocorre a captacdo da
glicose presente na corrente sanguinea. IRS-1 = substrato 1 do receptor de insulina; PI3K-Akt =
fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B; GLUT4 = transportador de glicose 4; AMPK = proteina quinase
ativada por adenosina monofosfato; Ca* = calcio; ERO = espécies reativas de oxigénio; ON = 6xido nitrico.
Adaptado de: Malone, Hulton e MacLaren, 2021.

As reagdes moduladas pela pratica do exercicio desencadeiam uma cascata de
adaptagdes moleculares, elevando a expressdao de proteinas que asseguram a integridade
celular e o aumento de enzimas antioxidantes enddgenas e de proteinas de reparo [100-102].
Como exemplo, pode-se citar elevagdo na GPx [103-105], reducdo da peroxidacao lipidica
via MDA [104] e do balango pré- e anti-inflamatério do organismo via interleucinas IL-6,
IL-10 e fator de necrose tumoral a (TNFa) [106]. Em estudo que descreveu a fun¢do do
exercicio enquanto meio nao invasivo de regulacdo redox e das respostas antioxidantes,
Thirupathim, Gu e Pinho (2021) descrevem evidéncias sobre o seu efeito na melhora da
imunidade, independentemente de reagdes redox, e diminuigdo das respostas inflamatorias

autoimunes, reforcando o papel fundamental exercido pelo exercicio na saude [107].
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3.5 COTRANSPORTADORES DE SODIO-GLICOSE

Os cotransportadores de sodio-glicose (SGLT) constituem uma grande familia de
proteinas de membrana que atuam no transporte de glicose, ions, vitaminas e aminodcidos,
definidos como cotransportadores transmembrana essenciais na regulagdo glicémica. Seus
dois subtipos mais estudados sdo o SGLT2 e o SGLTI1. Esse ultimo ¢ responséavel por
aproximadamente apenas 10% da reabsor¢ao da glicose filtrada pelo rim [13, 108]. O SGLT?2 se
localiza na membrana apical das células proximais dos tubulos renais em seu segmento S1,
tendo baixa afinidade e alta capacidade de reabsorcao da glicose filtrada pelo rim (em torno
de 90%), que, quando reabsorvida, ¢ transferida para o intersticio por meio de difusdo
facilitada através do GLUT [14, 109, 110]. Se a capacidade diaria estimada (180 mg/dL) de
um adulto reabsorver glicose no glomérulo ¢ ultrapassada, sinais de descontrole glicEémico
como a poliuria e a polidipsia sdo identificados. Essa quantidade excedente que passa pelo
rim ¢ detectada em exames de urina. O excesso de glicose gera hipertrofia nas células dos
tubulos renais, aumentando a expressao do transportador de SGLT2, ocorrendo desta forma
e de maneira paradoxal um aumento na capacidade de reabsorcao da glicose através desse
transportador como mecanismo de preservacao de energia [39, 108, 111]. Os niveis
glicémicos ja aumentados presentes na corrente sanguinea elevam-se ainda mais, causando
secrecdo também acrescida da insulina e ganho ponderal, caracterizando o papel
fundamental da inibigdo do SGLT2 enquanto possivel alvo terapéutico para o controle e

gerenciamento do sobrepeso e obesidade, em havendo quadro hiperglicémico [112].

3.5.1 Inibidores dos cotransportadores de sodio-glicose-2

Um dos agentes terapéuticos mais utilizados no tratamento do T2DM na ultima

década por serem especificos do tecido renal, os inibidores do cotransportador de sodio-
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glicose 2 (iISGLT2) tém como principal fungio reduzir a progressao da doenga por meio da
diminui¢do da glicemia através da sua excrecdo via urina [113, 114]. A sua agdo ¢
concentrada nos tubulos renais proximais (Figura 6), restringindo a reabsor¢ao de glicose de
forma independente da insulina, ou da funcdo das células B-pancreaticas [113, 115]. A
melhora do controle glicémico, verificada através da regulacdo da hemoglobina glicada, da
glicemia em jejum e pos-prandial e a reducdo na pressao arterial, relacionadas a redugdo de
peso e de sodio na urina, sdo beneficios em desfechos cardiovasculares e renais que tém

proporcionado destaque no uso dessa classe de medicamentos [116-119].

Figura 6. Mecanismo de ac¢do do iSGLT2.
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Mecanismo de a¢ao do iISGLT2. Em individuos saudaveis (a), a grande maioria da glicose filtrada pelos rins ¢
reabsorvida pelo SGLT2 nos segmentos S1 e S2 do tubulo contorcido proximal. A glicose restante ¢
reabsorvida pelo SGLT-1 no segmento S3. A agdo dos iISGLT2 (b) visa bloquear essa reabsor¢do. SGLT =
cotransportador de sodio glicose; iISGLT2 = inibidor do cotransportador de sddio-glicose-2. Adaptado de Chao,
2014.

As células dos tubulos renais, quando expostas a niveis glicémicos elevados e de
maneira crénica, aumentam a expressao de citocinas pro-inflamatorias, alterando o seu
metabolismo de modo a elevar as ERO [120]. Isso sugere que os iSGLT2 podem causar a
diminuicdo desses efeitos por meio do mecanismo anteriormente descrito que visa inibir a
reabsor¢ao da glicose pelas células do tabulo proximal [121]. Além disso, 0 uso dos iISGLT2
vém demonstrando, através da inibi¢ao da atividade de macrdofagos, melhoras na reducao de
marcadores pro-inflamatorios [ 122, 123], além da supressao de vias moleculares envolvendo

receptores de reconhecimento padrdao do sistema imune [121, 124, 125]. A utilizacao dos
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iISGLT2 vem apresentando melhoras também na reducao da geragao de radicais livres [111,
126, 127] e na regulacdo do sistema antioxidante [128-131].

Dadas as evidéncias até aqui apresentadas, a aplicagdo de um protocolo de exercicios
fisicos regulares de intensidade leve e moderada pode atuar como ferramenta auxiliar de
forma sinérgica na a¢do medicamentosa ao enfrentamento da DRD, servindo de alicerce para
a estagnacao ou reduc¢do da doenca e no combate as demais condi¢des que podem contribuir

para o seu desenvolvimento.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar a utilizagdo do exercicio fisico regular, de carater leve e moderado, associado
ou nao ao iISGLT?2 nas adaptagdes redox, inflamatoria e metabolica muscular em um modelo

de DRD experimental (DRDe).

4.2 ESPECIFICOS

a. Estabelecer a eficacia e comparar os efeitos do modelo experimental de DRD
entre os grupos Sham e DRDe;

b. Avaliar os efeitos do exercicio fisico e do iISGLT2, de forma isolada ou
combinada, sobre a variagdao de peso e consumo alimentar desses animais;

c. Avaliar os efeitos do exercicio fisico e do iISGLT2, de forma isolada ou
combinada, sobre o sistema redox muscular desses animais;

d. Avaliar os efeitos do exercicio fisico e do iSGLT2, de forma isolada ou
combinada, sobre a resposta inflamatéria muscular induzida pela DHL desses
animais;

e. Avaliar os efeitos do exercicio fisico e do iISGLT2, de forma isolada ou
combinada, sobre a via de sinalizagdo da insulina no musculo esquelético desses

animais.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 PROCEDIMENTOS BIOETICOS

Todos os procedimentos foram realizados seguindo as recomendacdes do ARRIVE
2.0 e as normas e principios éticos do COBEA. O presente projeto obteve aprovagao do
CEUA da Universidade Federal do Parand — UFPR, sob protocolo 23075.018158/2021-09

(R.O. 03/2021), datado de 27/04/2021.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Camundongos C57BL/6J (n=60) machos, com 60 dias de idade, pesando entre 20 e
25g, provenientes do biotério da FIOCRUZ — Curitiba, Brasil, foram alojados em caixas de
polipropileno com até 4 animais cada e mantidos em condi¢des ambientais de temperatura
constante (25°C), sendo submetidos ao ciclo dia/noite de 12 horas. Apos periodo de
quarentena com duracdo de 20 dias, os animais foram divididos randomicamente em dois
grupos: (1) dieta padrao (Sham, n=12) e (2) hiperlipidica (DHL, n=48). Durante 16 semanas
receberam livre consumo alimentar e hidrico. Na 17* semana, os animais DHL foram
subdivididos em: grupo controle (Con) (n=12); grupo iSGLT2 (n=12); grupo Ex (n=12); e
grupo iISGLT2+Ex (n=12). A Figura 7 demonstra o desenho do protocolo experimental do

estudo.
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Figura 7. Desenho do estudo experimental.
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5.3 INDUCAO DA DOENCA RENAL DO DIABETES EXPERIMENTAL

A DRDe foi induzida de acordo com as diretrizes do Consorcio de Complicagdes
Diabéticas em Modelos Animais [132]. Para isso, foi empregada a associacdo da
estreptozotocina (STZ) (Sigma-Aldrich, EUA) com a DHL [133]. Por ocasionar toxicidade
nas cé€lulas B-pancredticas causando redu¢do na produgdo de insulina, a STZ foi utilizada
para promover alteragdes tipicas do T1DM e, com a DHL, induzir a obesidade caracteristica
do T2DM nos animais. Buscou-se, com esses estimulos associados, gerar intolerancia a
glicose e alteragdo da fungdo renal, peculiares da DRD [134, 135]. A dieta padrdo (DP) foi
constituida de 18% de gorduras, 24% de proteinas e 58% de carboidratos (Laboratorio
Nuvilab, Brasil) e mantida em temperatura ambiente, enquanto a DHL foi composta de 60%
de gorduras, 20% de proteinas e 20% de carboidratos (PRAG Solugdes, Brasil) e mantida

sob congelamento. As composi¢des das dietas podem ser observadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicao das dietas.

. ~ . Dieta Hiperlipidica - DHL (Pra
Dieta Padrao - DP (Nutrilab) perip - (Prag
Solugdes)
PRAG 0|.u96Es
Racao Padrio Nuvilab CR-1® ——
| Cinha de Dietas Hiperlipidicas para i Animal
Energia kCBUlOOg 295kcal Quant Kcal % das Kcal
plp
g/100g 40,5¢ 1 -Dieta Hiperlipidica 20-20-60% BAN (cod 35)
AMIDOs 16,15% 646 12,32%
Carboidrato  Percentual de CASEINA 25,85% 1034 19,72%
) 55% SACAROSE 8,90% 356 6.79%
energia
FIBRA 6,46% 0 0,00%
g/100g 16,2g MIX MINERAL 1,29% 0 0,00%
, FOSTATO DE CALCIO 1,68% 0 0,00%
Proteina Percentual de CARBONATO DE CALCIO 0.71% 0 0.00%
. 22% CITRATO DE POTASSIO 2.13% 0 0,00%
energia MIX VIT 1,20% 52 0,98%
L CISTINA 0.39% 16 0,30%
g/100¢g 1,5¢ COLINA 0,26% 0 0,00%
Lipideo Percentu_al de 4,5% 100,00% 5243 100,00%
energia
Fibra g/100g 73 )
fonte proteica
Saodio mg/100g 0,27mg fonte lipidica
Dados fornecidos pelo fabricante fonte cho

Fontes: Laboratorio Nuvilab, Brasil; PRAG Solugdes, Brasil.

Na oitava semana de livre consumo, a eficacia do modelo experimental foi verificada.
A glicemia dos animais foi aferida para a confirmac¢ao do estado hiperglicémico por amostra
sanguinea de veia caudal através da utilizacdo de uma tira de teste para glicose sanguinea
(Bayer Breeze 2, EUA). Os animais DHL receberam, ap6s jejum de 12 horas, aplicacdo da
STZ por dose unica via intraperitoneal (Sigma-Aldrich, EUA) (40mg/kg) dissolvida em
citrato de sodio 10 mM e mantida em pH 4,5. Em fun¢do da instabilidade da droga, a STZ
foi aplicada em até 10 minutos apds a sua dissolu¢do. Agua e comida ad libitum foram
fornecidos a todos os animais 1 hora apds a inje¢do. Depois de 72 horas, a medicao da
glicemia foi realizada novamente e, aqueles animais com niveis em torno de 180mg/dL ou
superior, apos 6 horas de jejum, foram mantidos no estudo. Os animais excluidos do estudo
foram eutanasiados e descartados de acordo com o protocolo padrao recomendado pelas

autoridades sanitarias.
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5.4 TRATAMENTOS

Apds 17 semanas, os animais submetidos a DHL foram subdivididos em seus
respectivos grupos experimentais. A partir de entdo, receberam o medicamento e/ou foram
expostos a um programa de exercicios por 8 semanas consecutivas. O iISGLT2 (35mg/kg)
foi administrado via gavagem, utilizando-se empagliflozina (EMP) 25mg de nome comercial
Jardiance® (Boehringer Ingelheim, Alemanha). O farmaco foi primeiramente triturado,
seguido da dispersdo em hidroxi-etil-celulose (0,5%). A dosagem utilizada é proporcional
aquela praticada em humanos [136], conforme protocolo seguido por estudos prévios [111,
137-141]. Os animais Sham receberam apenas veiculo, administrado pelo mesmo processo.

Para o programa de exercicios fisicos, os animais foram inicialmente ambientados
em esteira ergométrica (10m/min sem inclina¢do, 10min/dia). Na 17* semana, foi realizado
um teste de velocidade maxima (TVmax), descrito na Tabela 2. O programa de exercicios
(Tabela 3) teve entdo inicio, com duracao de 60 dias em sessdes de até 50 minutos a cada 48
horas, intensidade de esforco progressiva (60 a 80% do valor obtido no TVmax) € velocidade
de 10 a 18m/min, adaptado de Vilela et al. (2019) [142]. De modo a seguir o protocolo e
preservar a integridade fisica dos animais, quando observado que algum deles manteve-se
no fundo da baia pela 3% vez apos 5 segundos de permanéncia, o mesmo foi retirado da rotina
daquele dia. Nao foram utilizados estimulos para incentivar os animais a realizarem a pratica

de exercicios.

43



Tabela 2. Teste de velocidade maxima.

Velocidade (m/min) Tempo (min) Inclinagio (%)

6 3 10

10 3 10

13 3 10

16 3 10

19 3 10
22 3 10
25 3 10
28 3 10

Fonte: o autor (2022).

Tabela 3. Protocolo de exercicio fisico.

Semana Intensidade Velocidade (m/min) Inclinacio Tempo (min)
(% da TVmax) DP DHL (%)
Adaptagio 40 12 10 0 10
1 40 12 10 0 30
2 50 15 12 0 40
3 50 12 12 0 50
4 60 18 15 0 50
5 60 18 15 0 50
6 60 18 15 0 50
7 70 18 15 0 50
8 80 18 15 0 50

TVmax = teste de velocidade maxima; DP = dieta padrdo; DHL = dieta hiperlipidica. Fonte: o autor (2022).

5.5 ACOMPANHAMENTO CLINICO

5.5.1 Massa corporal e consumo alimentar

A massa corporal média dos animais foi mensurada a cada 15 dias, utilizando-se uma
balanga de precisdo de 0,001g (Filizola, Brasil). O consumo alimentar foi quantificado a
cada 48 horas através da diferenca obtida entre o peso da ragdo inserido nas caixas (g) €

aquele restante no momento da pesagem.
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5.5.2 Indicadores Renais

Para avaliacdo dos indicadores renais, exceto aqueles pertencentes aos dois grupos
submetidos ao protocolo de exercicios, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas
dois dias antes do fim do periodo experimental para obtencdo de amostra de urina (ml) de
24 horas. Todas as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos e mantidas
a —80°C até a analise. A albumina urinaria foi quantificada pela eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%, por meio da migracao de particulas carregadas sob
a influéncia de um campo elétrico em uma matriz viscosa, sendo a mobilidade eletroforética
das particulas diretamente proporcional a carga e inversamente proporcional a viscosidade
do meio. Para tanto, a urina foi diluida numa concentrag¢ao 1:20 e misturada a uma solugao
tampao contendo o agente redutor B-mercaptoetanol (Sigma Aldrich, EUA) [143]. O gel foi
corado com azul de Comassie e a albumina foi mensurada usando um sistema de
fotodocumentacdo de géis e membranas (ChemiDoc, Bio-Rad Laboratories, Inc). A
glicosuria foi determinada por método enzimatico (glicose oxidase) utilizando kits
comerciais (Glicose PAP Liquiform, Labtest®), de acordo com a recomendagio do

fabricante.

5.5.3 Glicemia

Os niveis glicémicos foram avaliados em jejum nas semanas 1 (Basal), 17 (Pré-
treinamento) e 25 (Pos-treinamento) com glicosimetro (Breeze 2; Bayer, EUA) através de
amostra de sangue (5 pnL) obtida da veia caudal dos animais com seringa heparinizada, apos

periodo de jejum de 6 horas iniciado as 8h da manha.
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5.5.4 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Na 16* semana de estudo, foi realizado o GTT nos grupos Sham e DRDe, com
avaliagdo inicial em tempo zero apds 12 horas de jejum e posterior administragdo
intraperitoneal de solugdo de D-glicose a 20% (2g/kg de peso). A leitura da glicemia foi
entdo realizada por meio de glicosimetro (Breeze 2; Bayer, EUA), por amostra de sangue

obtida através da veia caudal apds 15, 30, 60 e 120 minutos da sua aplicacao.

5.6 EUTANASIA E PREPARACAO DOS TECIDOS

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical 48 horas apds a ultima
sessdo de treinamento. A perda amostral e namero final de animais utilizados pode ser
encontrada no Capitulo 11 deste estudo — Material Suplementar. Tricotomia e desinfec¢do
foram realizadas para a retirada do rim esquerdo e dos musculos soleo, gastrocnémio e
quadriceps. Apds a extracdo, os rins esquerdos de 6 animais do grupo Sham e DRDe foram
perfundidos com solucdo (Du Boscq, Brasil) para fixacdo e imediatamente emergidos em
solugdo formol 10% (Sigma Aldrich, Brasil) para posterior parafinagdo. Os musculos de
todos os animais experimentais foram previamente emergidos em solugdo salina para
remogao de coagulos e sangue remanescente, secados em papel filtro grau 541 de 150 mm
(Whatman, EUA), sendo entdo mergulhados em nitrogénio liquido (N:L) (Air Liquide,
Brasil) e, posteriormente, armazenados em freezer —80°C. O restante dos tecidos dos
animais foi acondicionado em saco branco leitoso e conservado em freezer —40°C para
posterior deposicao final em aterro sanitdrio. Todos os procedimentos foram realizados
conforme a Resolu¢do da Diretoria Colegiada — RDC n°® 306/2004 da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria — ANVISA [144].
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5.7 ANALISES DOS TECIDOS

5.7.1 Analises moleculares

5.7.1.1 Produgado de ERO

Para os ensaios de parametros redox foram utilizados 30 mg do quadriceps, coletado
e homogeneizado em 600 pl de tampao fosfato. A mensuragdo da produgdo de ERO foi
realizada por medicdo indireta da quantidade de H,O, presente na amostra por kit Amplex®
Red A22188 (Invitrogen, UK) para produzir a resorufina, um produto altamente fluorescente
e detectavel. Os resultados foram expressos em pM de H2O>/mg de proteina. O principio do
método consiste na reacdo do 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina com H>O; presente na
amostra (1:1) para produzir a resorufina, um produto altamente fluorescente e detectavel. Os
resultados foram expressos em pM de H202/mg de proteina. Apds 30 minutos de incubagado
em temperatura ambiente, a leitura foi realizada a 560 nm. A atividade da GPx foi medida
de acordo com Giinzler e Flohé (1985) e Weydert e Cullen (2010) [145, 146]. O mesmo
tecido foi homogeneizado em 600 pl de tampao fosfato (10x, pH 7,5) e centrifugado a 1000
xg por 10 minutos a 4°C. Utilizando 20 pl do sobrenadante, juntamente com o mix
(PB+GR+GSH) e o tampao fosfato, variando a quantidade, de referéncia ou ensaio. A placa
foi incubada durante 5 minutos em temperatura ambiente, em seguida foram adicionados 5
ul de NADPH apenas nos pogos do ensaio. Foi realizada a leitura basal a 37°C (340 nm),
por 5 minutos com intervalos de 1 minuto. Por fim, foram adicionados 20 pl de H20> e

realizada uma nova leitura nas mesmas condicoes ja citadas. Os valores foram expressos

como p/mg de proteina.

47



5.7.1.2 Dano oxidativo em lipidios

A quantificagdo de MDA foi realizada como indicadora de lipoperoxidagao por meio
de cromatografia liquida de alta performance — HPLC, de acordo com Tiik6zan, Erdamar e
Seven (2006) [147] e calculada por meio de uma curva padrdo preparada a partir de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano. Para a obtengdo do composto, foram aplicados 6M de hidréxido de sodio
(NaOH) (LabMaster, EUA) em 250uL de amostra, seguido de incubac¢ao e adi¢ao de acido
perclorico (HCIO4) (Reagen, Brasil) a 35%. Apds ter sido realizada uma centrifugacdo a
15000g por 10 minutos, 25uL de 2-4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) (Sigma-Aldrich, Brasil)
foram adicionados a 250uL de sobrenadante e incubados por 10 minutos. Dessa mistura,
foram injetados 20uL de amostra no equipamento LC Agilent 1200 (Agilent, EUA)
utilizando-se um detector de matriz de diodo (DAD), com comprimento de onda de 310nm.
A fase estaciondria foi composta por uma coluna C18 Phenomenex (Sigma Aldrich, EUA)
com 4,6 x 150 mm e tamanho de particula de Sum. A fase movel foi isocratica e composta
por 62% de 4gua ultrapura e 38% de metanol grau-HPLC (Merck, Brasil), com fluxo de
ImL/min. Cada corrida teve dura¢do de 12 minutos. O software Agilent OpenLAB CDSO
ChemStation Editor (Agilent Scientific Instruments, EUA) foi utilizado para a analise dos

dados obtidos.

5.7.1.3 Dano oxidativo em proteinas

O dano oxidativo em proteinas foi avaliado pela determina¢do de grupos carbonila
com base na reagdo com DNPH. As proteinas foram precipitadas com acido tricloroacético
(TCA) (Carbon Cientifica, Brasil), seguido de uma sequéncia de lavagens com TCA 20%,
etanol 70% (Super Vale, Brasil) e acetato de etila (1:1). O volume do precipitado contendo

Img/mL de proteina foi exposto a reacdo com DNPH com subsequente formacdo de uma
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proteina conjugada (DNP - dinitrofenilhidrazona) e foi lido espectrofotometricamente a 366
nm. O contetdo de carbonila foi determinado usando um coeficiente de extingdo molar de

22.000 M-1 [148].

5.7.1.4 Marcadores inflamatorios

Uma porg¢ao de 30 mg do musculo gastrocnémio foi homogeneizada em tampao de
radioimunoprecipitagdo RIPA contendo inibidores de protease e fosfatase para garantir a
lise celular completa. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante contendo as proteinas totais foi
coletado. Em seguida, as amostras foram quantificadas e preparadas para andlise utilizando

um kit multiplex e analisadas por meio de kit Luminex (Thermo Fisher, EUA), conforme

orientagdo do fabricante. Foi entdo realizada a adi¢do das amostras na placa multiplex,
seguida pela incubacdo, lavagem e detec¢do das interleucinas TNF-a, IL-6 e IL-10. Os
dados foram analisados via software (GraphPad Prism 10.2, Boston, EUA) e expressos em

pg/ml.

5.7.1.5 Sinalizagao metabodlica

A técnica de Western Blotting foi utilizada para avaliar algumas proteinas envolvidas
na sinalizacdo do metabolismo da glicose. Aproximadamente 20 mg das amostras do
musculo soleo dos animais foram homogeneizados em tampao de lise (Ripa Lysis and
extraction buffer; Thermofischer, EUA) com coquetel inibidor de fosfatase (Sigma-Aldrich,
EUA; Merck Millipore, Alemanha). O lisado foi centrifugado por 15 minutos (4°C) a 12000
rpm. Uma aliquota do sobrenadante de cada amostra foi utilizada para determinar a
concentracdo de proteina pelo método de Bradford (1976). O restante do sobrenadante foi

diluido 4:1 em Laemmli Sample Buffer 4x (cat.1610737; BioRad, EUA), aquecido em banho
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seco a 95°C por 5 minutos e imediatamente armazenado a —20°C. Para a técnica de
eletroforese, foram pipetadas 30 pg/uL de proteina em gel de dodecil sulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE). A corrida foi realizada por 3 horas de acordo com o
procedimento padrdo (80mA). Posteriormente, foi realizada a transferéncia das amostras
contidas do gel para membrana de nitrocelulose (Hybond ECL RPN 3032D; Amersham,
UK) em tampao de transferéncia a 20V por 30 minutos, constantemente resfriado em gelo.
Foi entdo realizado bloqueio de ligagdes inespecificas com leite (Molico, Nestlé, Brasil) e
salina tris-tamponada com tween 20 — TBST 5% durante 2 horas em temperatura ambiente.
Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios (Tabela 4) como
controles endogenos a 4°C overnight em agitagdo, sendo posteriormente realizada lavagem
com tampao TBST durante 15 minutos, por 3 vezes. As membranas foram, entdo, expostas
aos anticorpos IgG anti-camundongo ou anti-coelho conjugada a peroxidase por 1 hora em
temperatura ambiente e agitacdo. O protocolo de lavagens foi utilizado conforme descrito
anteriormente. Por fim, a quimioluminescéncia catalisada por peroxidase (WBKLS0100,
Merck Millipore, EUA) foi avaliada através de um quimiodocumentador (General Electric
— Amersham Imager 600, UK). As bandas registradas foram escaneadas e a densitometria
mensurada pelo programa ImageJ 1.541 (Ad Annihilator Software, USA). Os valores obtidos
foram o produto dos valores da proteina de interesse pelos valores da proteina endogena. Ja
os valores das proteinas fosforiladas foram normalizados pelo valor de suas proteinas totais

apos estas serem normalizadas pelo controle endogeno [149].

Tabela 4. Lista de anticorpos utilizados como controles endogenos.

Anticorpo Diluicao kDa N° Catalogo Fabricante
Anti-B-actina 1:1000 42 #F2113 Santa Cruz
Anti-phospho-Akt ser473 1:1000 56 SER473 Invitrogen
Anti-AMPKaoa-1 1:1000 60 MA5-15815 Invitrogen
Anti-PI3K p85 1:2000 84 ab40755 Abcam

Fonte: o autor (2022)
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. Utilizou-se o teste de
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados, que foram entdo analisados
estatisticamente pela anélise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste post hoc de Tukey.
O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para dados nao paramétricos, seguido do post-hoc de
Dun. Ainda, o teste ¢ de Student, ou Mann-Whitney nao pareado, foram utilizados para
analises comparativas entre os grupos Sham e DRDe. O nivel de significancia estabelecido
no teste estatistico para considerar a diferenga minima intra- e entre grupos foi de p<0,05.
Foi utilizado o software GraphPad Prism versdo 10.2 para Windows® como pacote

estatistico.
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6 RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados obtidos esta dividida em dois topicos. O primeiro
refere-se aos indicadores clinicos que refletem a efetividade do modelo experimental de
DRD, incluindo variagdo de peso, consumo calérico, niveis de glicemia e depuracdo da
glicose, bem como niveis da glicosuria e albuminuria. Informag¢des complementares a essas
alteragdes podem ser observadas nos dados suplementares que compdemoutra tese do nosso
grupo. No segundo topico, sdo apresentados os resultados referentes aos efeitos isolados e
combinados do exercicio fisico e do medicamento sobre a musculatura esquelética dos

animais analisados.

6.1 EFEITOS DO MODELO DE DRDe SOBRE INDICADORES CLINICOS E FUNCAO
RENAL

6.1.1 Massa corporal

Ambos os grupos Sham (n=12) e DRDe (n=48) foram considerados homogéneos no
inicio deste estudo. Os animais do grupo DRDe apresentaram elevagdo da massa corporal
em relacdo ao grupo Sham, bem como significativo e gradual aumento de peso na 17% e 25?
semanas em relagdo aos patamares basais (Tabela 5), com significativa variacdo média de
elevagdo da massa corporal (50,4% e 71,6%) nos respectivos periodos analisados, enquanto

a variacdo no grupo Sham ficou abaixo de 15% em ambos (Figura 8).
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Tabela 5. Massa corporal mensurada na 1%, 17* e 25* semanas do estudo.

Semanas Sham DRDe Valor p
Meédia (g) DP n Meédia (g) DP n | (Sham vs. DRDe)
Basal (S1) 25,05 0,84 11 | 25,16 0,74 11 NS
S17* 28,45 0,93 11 | 37,82 3,71 11 0,0001
S25* 28,64 0,92 11 | 43,18 491 11 0,0001
Valor p (vs basal) NS 0,0001** -

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo (DP). Foi realizada a analise de variancia de duas
vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para comparagdes multiplas. Foram consideradas as diferengas
estatisticamente significativas com valores menores ou igual a p=0,05. S1 = semanal; S17 = semana 17; S25
= semana 25; g = gramas; DRDe = doenga renal do diabetes experimental; DP = desvio padrdo; NS = ndo
significante.

Figura 8. Dados de massa corporal de animais expostos a um modelo de doenga renal do

diabetes experimental.
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Percentual de variagdo da massa corporal mensurada na 17* e 25* semanas do estudo em relagdo aos niveis
basais dos grupos Sham (n=11) e DRDe (n=11). Os dados estdo apresentados como média =+ desvio padrao
(DP). Foram consideradas as diferengas estatisticamente significativas com *p < 0,05. S1 = semanal; S17 =
semana 17; S25 = semana 25; g = gramas; DRDe = doenga renal do diabetes experimental. ****p<0,0001.
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6.1.2 Consumo calorico médio diario

Conforme observado na Tabela 6, as analises mostram que ndo houve diferenca
significativa no consumo caldérico médio didrio do grupo Sham entre a 1* semana/S1/basal
(22,5+4,78kcal), a 17* semana/S17/antes do inicio do programa de treinamento (20,88+0,14
kcal) e a 25* semana/S25/pos-treinamento (20,77+1,63 kcal), assim como na comparagao
com o grupo DRDe (19,094+4,99 kcal). No grupo DRDe, também nao foram observadas
diferencgas estatisticamente relevantes no consumo calérico entre os tempos de analise
(S1=19,09+4,99 kcal, S17=15,41+1,72kcal e S25 =15,45+1,36 kcal). Entretanto, o consumo
calérico do grupo DRDe foi menor em relagdo ao grupo Sham na 17* semana
(Sham=20,88+0,14 kcal versus DRDe=15,41£1,72 kcal) e na 25% semana do estudo

(Sham=20,77+1,63 kcal versus DRDe=15,45+1,36 kcal).

Tabela 6. Consumo caldrico didrio médio de animais expostos a um modelo de doenga renal

do diabetes experimental — grupos Sham e DRDe.

Sham DRDe Valor p
Semanas Consumo de Consumo Consumo de Consumo (Sham vs.
racdo (g) energético (kcal) racdo (g) energético (kcal) DRDe)
Basal (S1) 5,34+1,13 22,5+4,78 2,73+0,71 19,09+4,99 0,0910
S17 4,94+0,03 20,88+0,14 2,20+0,25 15,41+1,72 0,0011
S25 4,91+0,39 20,77+1,63 2,21+0,19 15,45+1,36 0,0016
Valor p (vs basal) NS NS -

Os dados estao apresentados como média + desvio padrao (DP). Foi realizada andlise de varidncia de duas
vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para comparagdes multiplas. Foram consideradas como diferencas
estatisticamente significativas para os resultados de Kcal valores menores ou igual a p=0,05. O n=11 em todos
os grupos. S1 =semanal; S17 = semana 17; S25 = semana 25; g = gramas; DRDe = doenga renal do diabetes
experimental; NS = ndo significante.
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6.1.3 Glicemia

A Figura 9 demonstra que ambos os grupos Sham e DRDe apresentaram niveis
séricos de glicemia similares no inicio do estudo (Sham = 114,33+14,84 mg/dL; DRDe =
110,01£13,12 mg/dL), sendo que nenhuma diferenca significativa foi observada nos
diferentes momentos de mensurag¢ao no grupo Sham (Basal = 114,33+14,84 mg/dL, Pré-Tr
= 134,33+14,19 mg/dL, Pos-Tr = 128,914+21,63mg/dL). Contrariamente, o grupo DRDe
apresentou significativa elevagao em seus niveis glicémicos quando observados os periodos
Pré- e Pos-Tratamento (ao qual nao foi submetido) em comparacio aqueles observados no
grupo Sham (Basal = 110,01+13,12 mg/dL; Pré-Tr = 168,36+24,05 mg/dL; Po6s-Tr =

187,27+13,41 mg/dL).

Figura 9. Valores de glicose plasmatica em animais expostos a um modelo de doenca renal

do diabetes experimental — grupos Sham e DRDe
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Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo dos grupos Sham (n=12) e DRDe (n=11). Foi
realizada andlise de variancia de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para compara¢des multiplas.
Foram consideradas as diferencas estatisticamente significativas com *p < 0,05. DRDe = doenga renal do
diabetes experimental, Pré-Tr = pré-tratamento, Pos-Tr = pds-tratamento. ****p<0,0001, ***p<0,001.
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6.1.4 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

A capacidade de depuracdo da glicose foi mensurada via GTT apds a aplicacao da
STZ e revelou que os dois grupos apresentaram similar comportamento, com 0 pico
glicémico de ambos ocorrendo aos 15 minutos. O grupo DRDe apresentou niveis
significativamente mais elevados aos 60 minutos (Sham = 133,3+40,33 mg/dL; DRDe =
275,20+£70,27 mg/dL). Aos 120 minutos, ambos os grupos retornaram a valores proximos

do tempo zero (Figura 10).

Figura 10. Valores do teste de tolerancia a glicose (GTT) em animais expostos a um modelo
de doenga renal do diabetes experimental.
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Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo dos grupos Sham (n=10) e DRDe (n=10). Foi
realizada andlise de variancia de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para compara¢des multiplas.
Foram consideradas as diferencas estatisticamente significativas com *p < 0,05. GTT = teste de tolerancia a
glicose, DRDe = doenga renal do diabetes experimental.

6.1.5 Glicosuria e albuminuria

Nos testes de glicosuria e albumintria, que sdo indicadores iniciais de distirbios

como a DRC e a DRD, foi observado (Figura 11a) que os que animais do grupo DRDe

56



apresentaram niveis significativamente maiores (p=0,0241) de glicose na urina em
comparag¢do com o grupo Sham ao final do periodo experimental (Sham = 3,60+1,24 mg/dL,
DRDe = 5,23+0,44mg/dL). Resultados também similares foram observados (Figura 11b)

nos niveis de albumina urinaria (Sham = 27,36%+2,02 pixels, DRDe = 35,39%+9,246 pixels).

Figura 11. Valores de glicose urindria (a) e albumina urinéria (b) em animais expostos a um
modelo de doenga renal do diabetes experimental.
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Os dados de glicosuria (a; Sham n=5, DRDe n=5) e albuminuria (b; Sham n=4, DRDe n=4) estdo apresentados
como média + desvio padrdo. Para a comparagao entre os grupos foi usado o test ¢ de student ndo-pareado e
consideradas as diferengas estatisticamente significativas com *p < 0,05. DRDe = doenga renal do diabetes
experimental.

6.2 EFEITOS ISOLADOS E SINERGICOS DO EXERCICIO FiSICO E DO
MEDICAMENTO SOBRE A MUSCULATURA ESQUELETICA

6.2.1 Massa corporal

Todos os grupos expostos a DRDe apresentaram ganho significativo de massa
corporal na 17* e 25* semanas em relagdo aos niveis basais. Adicionalmente, embora ndo

tenham sido observadas mudancas estatisticamente relevantes no periodo Pos-Tratamento
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(25" semana) em relagdo ao Pré-Tratamento (17 semana), as intervengdes utilizadas através

do exercicio apenas e na sua associagdo com o iSGLT2 promoveram reducdes no peso

corporal na 25* semana em comparag¢ao com grupo Controle (Tabela 7).

Tabela 7. Efeitos do exercicio e iISGLT2 sobre a massa corporal mensurada na 1%, 17* ¢ 25*

semanas do estudo.

Valor p
DOENCA RENAL DO DIABERES EXPERIMENTAL vs
Controle
Semanas Controle® iSGLT2" Exercicio® iSGLT2+Exercicio?
Média Média Média Média
DP DP DP DP
(@ @ "w@ @ i
Basal (S1) | 25,16 | 0,74 | 11 | 27,50 | 0,65 | 11 | 26,90 | 344 | 12 | 2535 | 0,72 | 11 NS
S17* 3782 | 3,71 | 11 | 40,44 | 248 | 11 | 41,00 | 7,18 | 12 | 3736 | 3,57 | 11 NS
S25+ 43,18 | 491 | 11 | 4131 | 0,68 | 11 | 3702 | 11,30 | 12 | 33,08 | 0,72 | 11 | 0,0001¢
Valor p 0,0001%* 0,0001%* 0,0001** 0,0001*, 0,0077* ;
(vs. Basal)

Os dados estao apresentados como média + desvio padrao (DP). Foi realizada a analise de variancia de duas
vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para comparacdes multiplas. Foram consideradas as diferencas
estatisticamente significativas com valores menores ou igual a p=0,05. S1 = semanal, S17 = semana 17, S25
= semana 25, g = gramas, DRDe = doenga renal do diabetes experimental, NS = nio significante.

6.2.2 Consumo calorico diario médio

Conforme observado na Tabela 8, nenhuma diferenga significativa intragrupos foi

observada no consumo calorico médio ao longo do experimento. Entretanto, o consumo do

grupo iISGLT2 foi maior em relagdo ao grupo Controle na 1* semana/S1 (iISGLT2 =

24,00+6,01 kcal; Controle = 19,09+4,99 kcal) e, na 25 semana/S25, o grupo submetido ao

tratamento combinado pelo exercicio fisico e iISGLT2 apresentou maior consumo em relacao

ao grupo exercicio (ISGLT2+Exercicio = 18,67+2,10 kcal; Exercicio = 14,81+£3,24 kcal).
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Tabela 8. Consumo calorico diario médio de animais expostos a um modelo de doenca renal

do diabetes experimental — grupos experimentais.

Diferenca
Consumo energético (kcal) estatistica
Semanas (valor de p)
Controle? iSGLT2° Exercicio® ISGLT2.+d -
Exercicio
Basal (S1) 19,09+4,99 24,00+6,01 16,15+2,87 21,58+2,94 2 Vs. Y (0,04)
S17 15,41+1,72 19,86+0,56 16,87+3,14 18,67+1,01 NS
S25 15,45+1,36 19,14+2,21 14,81+3,24 18,67+2,10 °Vs. 4(0,05)
Diferenca estatistica NS NS NS NS -

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrao (DP). Foi realizada analise de variancia de duas
vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para comparagdes multiplas. Foram consideradas as diferengas
estatisticamente significativas valores menores ou igual a p=0,05. S1 = semanal; S17 = semana 17; S25 =
semana 25; kcal = quilocalorias; NS = ndo significante. Controle, n=11; iSGLT2 (inibidor do cotransportador
de sodio-glicose-2), n=7; Exercicio n=15; iSGLT2 mais Exercicio, n=12.

6.2.3 Glicemia

Em todos os grupos DRDe os niveis de glicemia aumentaram significativamente

apos a 17* semana (Pré-Tratamento). Ja na 25% semana (Pos-Tratamento), os grupos iSGLT2

e iISGLT2+Ex apresentaram reducdo significativa em relagdo ao periodo Pré-Tratamento.

Tais redugdes, somadas aquela verificada no grupo Ex, foram significativamente maiores

em relacdo ao grupo Controle (Figura 12).
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Figura 12. Valores de glicose plasmatica em animais expostos a um modelo de doenga renal
do diabetes experimental — grupos experimentais
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Os dados estdo expressos em média + desvio padrio (DP). Analise de varidancia ANOVA Two-way seguido
pelo teste Tukey para comparagdo de médias. Foram consideradas as diferengas estatisticamente significativas
com *p < 0,05; ***p <0,0005. Controle (n=11), iISGLT2 (n=7), Exercicio (n=11), iISGLT2+Exercicio (n=11).

6.2.4 Producio de espécies reativas de oxigénio

Conforme demonstrado na figura 13, os animais expostos a DRDe apresentaram
niveis mais elevados de estresse oxidativo quando comparados ao Sham (13a). Nao houve

diferenga estatistica entre os grupos tratados (13b).
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Figura 13. Produ¢ao de ERO no musculo quadriceps de animais expostos a um modelo de

doenca renal do diabetes experimental.
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Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo dos grupos Sham (n=7), DRDe (n=7), Controle
(n=7), iISGLT2 (n=6), Exercicio (n=7), iSGLT2+Exercicio (n=7). Para comparagdo dos dois grupos foi
utilizado o teste ¢ de student e a analise de variancia de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para as
comparacdes multiplas. Foram consideradas as diferengas estatisticamente significativas com *p < 0,05. ERO
— espécies reativas de oxigénio; DRDe = doenca renal do diabetes experimental; iSGLT2 = inibidor do
cotransportador de sodio-glicose-2; Ex = exercicio fisico.

6.2.5 Atividade de enzimas antioxidantes

Nenhuma alteracao significativa foi observada na atividade antioxidante da CAT e
GPx na comparacao entre os grupos Sham e DRDe (Figuras 14a e 14c, respectivamente),
bem como nos grupos DRDe tratados com o iISGLT2 ou Ex em comparacdo ao Controle
(Figura 14b). Porém, o tratamento conjunto ao qual foi submetido o grupo iISGLT2+Ex
resultou em menor atividade da GPx, comparando-o novamente ao grupo Controle (Figura

14d).
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Figura 14. Atividade da catalase (a e b) e glutationa peroxidase (¢ ¢ d) no musculo

quadriceps de animais expostos a um modelo de doenca renal do diabetes experimental.
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Os dados estdo apresentados como média + desvio padrio dos grupos Sham (n=6), DRDe (n=6), Controle
(n=6), iISGLT2 (n=6), Exercicio (n=6), iSGLT2+Exercicio (n=6). Para comparagdo dos dois grupos foi
utilizado o teste ¢ de student ¢ a analise de variancia de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para as
comparagdes multiplas. Foram consideradas as diferengas estatisticamente significativas com *p < 0,05. DRDe
= doenga renal do diabetes experimental; GPx = glutationa peroxidase; iISGLT2 = inibidor do cotransportador
sodio-glicose-2; Ex = exercicio fisico.

6.2.6 Danos oxidativos

Nenhuma alteragdo significativa foi observada na concentragdo de MDA e na
carbonilagdo de proteinas (Carbonila) na comparagdo entre os grupos Sham e DRDe
(Figuras 15a e 15c, respectivamente), bem como entre os grupos DRDe e aqueles
submetidos aos seus respectivos tratamentos (Figuras 15b e 15d).
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Figura 15. Niveis de malondialdeido (a e b) e carbonilagdo de proteinas (¢ e d) no musculo

quadriceps de animais expostos a um modelo de doenca renal do diabetes experimental.
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Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo dos grupos Sham (n=6), DRDe (n=6), Controle
(n=6), iISGLT2 (n=6), Ex (n=6), iISGLT2+Ex (n=6). Para comparagdo dos dois grupos foi utilizado o teste ¢ de
student e a andlise de variancia de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para as comparagdes
multiplas. Foram consideradas as diferengas estatisticamente significativas com *p < 0,05. DRDe = doenca
renal do diabetes experimental; MDA = malondialdeido; iSGLT2 = inibidor do cotransportador sodio-glicose-
2; Ex = exercicio fisico.

6.2.7 Parametros inflamatorios

As andlises dos marcadores inflamatdérios demonstraram que, na comparacao entre

os grupos Sham e DRDe, ndo houve diferenca (Figuras 16a, 16¢ e 16¢). Entretanto, o grupo
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que recebeu o tratamento combinado apresentou diminui¢do significativa nos seus indices
pro-inflamatérios (TNFa: p<0,0400 e p<0,0337; IL-6: p<0,0126 e p<0,0007) quando
comparado ao grupo submetido ao protocolo de exercicio (Ex) e ao grupo controle (Con),
respectivamente (Figuras 16b, 16d). O tratamento combinado, observado no grupo
1ISGLT2+Ex, também surtiu efeito significativo na diminui¢do da a¢do anti-inflamatoria (IL-
10: p<0,0002 e p<0,0001) em relagdo aos grupos Con e Ex, respectivamente. Da mesma
forma, o grupo submetido ao medicamento apenas (iISGLT2) obteve niveis
significativamente menores (Figura 16f) do que o Con nos indices anti-inflamatérios (IL-

10: p<0,0088).

Figura 16. Niveis de TNF-a (a, b), IL-6 (c, d) e IL-10 (e, f) no musculo gastrocnémio de

animais expostos a um modelo de doenca renal do diabetes experimental.
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Os dados estdao apresentados como média + desvio padrdo dos grupos Sham (n=6), DRDe (n=6), Controle
(n=6), iISGLT2 (n=6), Ex (n=6), iISGLT2+Ex (n=6). Para comparag¢do dos dois grupos foi utilizado o teste t de
student ¢ a analise de variancia de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para as comparagdes
multiplas. Foram consideradas as diferengas estatisticamente significativas com *p < 0,05. DRDe = doenga
renal do diabetes experimental; TNF-alfa = fator de necrose tumoral alfa; IL-6 = interleucina 6; IL-10 =
interleucina 10; iSGLT2 = inibidor do cotransportador sodio-glicose-2; Ex = exercicio fisico.

6.2.8 Parametros metabolicos

Conforme observado na Figura 17, os conteudos de PI3K, Akt-p e AMPK nao foram

significativamente alterados pela DRDe (17a, 17b e 17¢). Os presentes resultados apontam
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que o uso do iISGLT2 reduziu o contetido da PI3K (17e). Ja as demais proteinas analisadas

ndo sofreram alteragcdes por nenhum dos tratamentos (17f e 17g).

Figura 17. Niveis de PI3K (a, ), Akt-p (b, f) e AMPK (¢, g) no musculo séleo de animais

expostos a um modelo de doenca renal do diabetes experimental.
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Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo dos grupos Sham (n=4); DRDe (n=4); Controle
(n=4); iISGLT2 (n=4); Ex (n=4); iISGLT2+Ex (n=4). Para comparagao dos dois grupos foi utilizado o teste ¢ de
student e a andlise de varidncia de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Tukey para as comparagdes
multiplas. Foram consideradas as diferencas estatisticamente significativas com *p < 0,05. DRDe = doenga
renal do diabetes experimental; iSGLT2 = inibidor do cotransportador sédio-glicose-2; Ex = exercicio fisico.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo buscou investigar os mecanismos de acdo, combinados ou ndo,
entre o exercicio fisico leve a moderado e a EMP, um inibidor do SGLT2, na regulacio do
sistema redox, inflamatério e metabolico muscular em camundongos machos C57BL/6J
expostos a DRDe. O modelo de indugao utilizado no presente estudo foi desenvolvido de
acordo com a literatura [135, 136], visando mimetizar a DRD a partir da associagdo da DHL
e STZ, enquanto o programa de exercicios fisicos € o uso da EMP como terapias para o
tratamento da DRDe foram conduzidos de acordo com estudos prévios que utilizaram essas
terapias de forma isolada, diferentemente do que foi investigado neste estudo [21, 89, 113,
114].

Os efeitos da DRDe exercem mudangas sobre os indicadores clinicos e fungdo renal,
conforme demonstrado em estudos que relataram a utilizagdo de modelos experimentais
similares para reproduzir a fisiopatologia da doenca em seres humanos e animais [132-134],
permitindo assim a investigacdo dos mecanismos moleculares e da eficacia de terapias em
ambiente controlado. Avaliar esses parametros, no presente estudo, foi essencial para
reportar ndo somente a eficiéncia do modelo proposto, como também confirmar a
reprodutibilidade e a consisténcia dos estudos ja realizados, além de permitir explorar novos

aspectos terapéuticos € mecanismos de acao no musculo esquelético.

Um importante componente na DRD, a massa corporal pode, ao apresentar valores
elevados, contribuir para o surgimento e progressao da doenga, promovendo alteragdes na
homeostase metabolica e no sistema imunologico [31, 63, 64]. Essas alteracdes podem
influenciar negativamente a fungdo renal e aumentar o risco de diversas complicagdes [83].
Nossos resultados mostraram que ambos os grupos, Sham e DRDe, apresentaram massa

corporal semelhante no inicio do estudo. Porém, nos animais do grupo DRDe esse aumento
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ocorreu significativamente no decorrer do periodo experimental, com significativa variagdo
média de elevagdo na 17* e 25 semanas. Esses resultados seguem dados encontrados em
estudos prévios [150], como no conduzido por Avtanski e colaboradores (2019), que, ao
caracterizar o efeito de um modelo de obesidade na inflamacdo ¢ RI em camundongos
C57BL/6J, observaram elevagdo de aproximadamente 40% no peso dos animais submetidos

a 9 semanas de uma DHL com o mesmo teor de gordura aplicado neste estudo [151].

Outro fator fundamental na mudanca da massa corporal é o elevado consumo de
alimentos desempenha, uma vez que a ingesta caldrica excessiva sem o proporcional gasto
energético resulta em acumulo de gordura corporal e elevacdo de peso [2, 4]. Este
desequilibrio ¢ um fator chave na obesidade, que est4 associada a alteragdes metabdlicas e
inflamatorias que podem agravar a DRD. Conforme observado na Tabela 6, as analises
intragrupos mostram que nao houve diferenca significativa no consumo calérico dos grupos
experimentais no decorrer do estudo e entre os tempos de andlises. Entretanto, o consumo
calorico do grupo DRDe foi menor em relacdo ao grupo Sham na 17* semana e na 25*
semana. Estes resultados estdo em concordancia com outros achados [152-155]. Ainda que
a medi¢do da concentracao de leptina ndo tenha sido realizada neste estudo, existe a
possibilidade dessa ter sido a causa da menor ingesta alimentar no grupo DRDe, dado o fato
de que a alimentagdo baseada em uma DHL proporciona maior saciedade e estimulo a
liberagdo de leptina, com consequente reducdo no consumo alimentar [156-159]. A possivel
alteracdo do paladar, quando na introdu¢do da DHL, pode ter sido outro fator a ter
influenciado a ingesta alimentar, como relatado em experimentos animais e humanos [160,
161].

Por sua vez, em estudo que analisou o efeito da DHL por apenas 4 semanas em
camundongos C57BL/6J, Wilde e colaboradores (2007) também observaram significativa

elevagdo nas concentracdes de glicemia [162]. A glicemia ¢ um indicador da saude
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metabdlica e tem sido utilizada como parametro para avaliar a eficicia e a progressdo da
obesidade em modelos experimentais de DM que, clinicamente, se evidenciam pelo quadro
hiperglicémico constante [163]. Os niveis de glicemia significativamente elevados no grupo
de DRDe, somados aqueles significativamente mais elevados na depuracdo da glicose
observados no GTT, refletem um descontrole glicémico persistente. Essa modificagcdo na
homeostase da glicose ocasiona alteragdes na sinalizagdo da insulina, o que resulta na
diminui¢do da captacdo de glicose pelo musculo, alteracdo da lipogénese e aumento da
produgdo de glicose pelo figado, conforme a presenga ou ndo da insulina [43]. Esse
mecanismo esta relacionado a um estado inflamatorio cronico e a liberacdo de ERO [164]
que, de forma persistente, podem levar a alteragdes funcionais e fenotipicas nas células e
tecidos renais, resultando em danos glomerulares e tubulares e no aparecimento de doenca
renal [165]. Visando confirmar essas implicagdes, valores aumentados de glicosuria e
albuminuria foram observados nos animais com DRDe, o que reflete o comprometimento da
capacidade renal de reabsorver glicose, disfungdo tubular [166] e a deterioragdo da funcao
renal [167], resultados esses em conformidade com estudos anteriores [168, 169].

O quadro de RI na DRD gera um impacto significativo na homeostase muscular,
levando a alteracdes metabolicas e redugdo da massa e forga musculares, o que resulta na
diminuicdo da qualidade de vida e no aumento do risco de morbidade e mortalidade tanto
em animais quanto em humanos [170, 171]. Um dos recursos para minimizar essas
decorréncias sobre o musculo esquelético ¢ o uso de terapias farmacoldgicas, como o0s
inibidores do SGLT2, que se encontram no tecido renal. Estudos mostraram que o iSGLT2
promove melhorias na saude metabodlica e na fungdo muscular em modelos experimentais
de DM [113, 114, 116-119]. Por sua vez, a pratica de exercicios fisicos € outra estratégia
comprovadamente eficaz para melhorar a resposta muscular a DRD, aumentando a captagao

de glicose pelo musculo e elevando a sensibilidade a insulina [21, 23, 89]. Esses efeitos,
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como resposta a utilizagdo do exercicio fisico e iSGLT2, podem levar a uma melhor

regulacdo glicémica e atenuar os impactos negativos da DRD.

Inicialmente, os resultados dos indicadores clinicos estdo alinhados com estudos que
utilizaram modelos experimentais de DRD [172, 173]. As redugdes significativas do peso
corporal observadas na 25 semana, nos animais submetidos ao exercicio, corroboram com
outros estudos [152, 174], enquanto essa perda também foi observada de maneira
significativa no peso dos animais submetidos ao tratamento combinado (iISGLT2+Ex). Por
exemplo, Linden e colaboradores (2019) buscaram analisar o papel dos tratamentos de 12
semanas, combinados ou ndo, no controle glicémico em ratos Sprague Dawley induzidos a
obesidade e consequente T2DM via DHL (45% gordura, 23,77% proteina, 31,23%
carboidrato) e STZ (30mg/kg). Os resultados encontrados foram de breve aumento de peso
no grupo submetido ao medicamento e de diminui¢do de peso corporal no grupo submetido

a ambos Ex e iISGLT2, assim como nos dados aqui apresentados [175].

Os resultados apresentados na Tabela 8 indicam que, embora nao tenha havido
diferenca significativa intragrupos no consumo calorico médio ao longo do experimento,
importantes diferengas entre os grupos foram observadas em pontos especificos. Na 1*
semana, o grupo tratado com iISGLT2 apresentou maior consumo calorico em comparacao
ao grupo DRDe, o que acreditamos estar relacionado ao aumento na excreg¢do de glicose
promovido pelo medicamento, levando a uma maior ingestdo caldérica como mecanismo
compensatorio da perda energética. Na 25" semana, o grupo submetido a ambos os
tratamentos, através—do exercicio fisico com o uso do iSGLT2, também demonstrou
consumo caldrico significativamente maior em relagdo ao grupo que realizou apenas o
exercicio, o que pode refletir um efeito sinérgico entre as intervencdes na modulagdo do
gasto energético e do apetite. Nao foram encontrados estudos prévios que possam reforcar

tais possibilidades.
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A diminui¢do nos niveis de glicemia nos grupos DRDe que foram tratados com o
iISGLT2 e o exercicio, apds 25 semanas, reforca achados anteriormente publicados [173-
175]. Esses efeitos, embora nao potencializados pela associacdo de ambos os tratamentos,
decorrem possivelmente da capacidade que o iISGLT2 e o exercicio possuem em modular
os niveis glicémicos por mecanismos distintos. Estudos anteriores revelaram que o exercicio
fisico melhora a captacdo da glicose pelos musculos a partir do aumento na expressao de
transportadores de glicose, como o GLUT4, na membrana celular, independente da agao da
insulina [25, 176]. Esse mecanismo facilita a entrada da glicose nas células musculares,
reduzindo sua concentragdo plasmatica. Além disso, o exercicio eleva a sensibilidade a
insulina, o que potencializa ainda mais a reducdo da glicemia [86, 177]. Em recente estudo
publicado por Saberi e colaboradores (2024), 28 ratos Wistar foram induzidos a obesidade
e DRD via DHL e tratados com uma rotina de exercicio intervalados de alta intensidade —
HIIT. Apesar da diferenca no modelo de exercicio fisico, os achados referentes aos
patamares glicémicos, ainda que com valores mais elevados, seguiram padrao similar ao
observado pelo presente estudo, com significativa queda como resultado do exercicio [173].

Por outro lado, 0 iISGLT2 reduz a glicemia ao bloquear a reabsorc¢ao da glicose nos
tabulos renais, promovendo a sua excrecao através da urina por meio de um mecanismo
nao-dependente da insulina [122, 123]. Conforme os resultados obtidos neste estudo, esse
mecanismo foi mais efetivo que o exercicio fisico, indo ao encontro do estudo de Steven e
colaboradores (2017), que demonstraram a efetividade do uso do iSGLT2 nas complicacdes
primarias do DM em roedores através da restauragdo do controle glicémico, da melhora da
funcdo endotelial e da redug¢do do estresse oxidativo, além de observarem a prevencao
epigenética da glucotoxicidade e da inflamagdo pelo uso do medicamento [111].

Cabe destacar que a auséncia dos efeitos combinados entre o exercicio fisico e o uso

do iSGLT2 na diminui¢@o dos niveis glicémicos notada em nosso estudo foi observada em
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achados anteriores, ainda que com seres humanos. Por exemplo, Newman e colaboradores
(2019) relataram que o uso diario da dapagliflozina em 30 homens obesos e sedentarios,
apds 12 semanas de treinamento de endurance supervisionado, além de ndo promover
efeitos sinérgicos, anulou o efeito benéfico do exercicio de endurance na sensibilidade a
insulina, independentemente das melhorias observadas na aptidao aerébia ou na composi¢ao
corporal dos participantes [178]. Esses resultados sugerem que, embora ambas as
intervengoes sejam eficazes na modulacao dos valores glicémicos de forma individual, a sua
combinag¢do pode ndo oferecer beneficio adicional no controle da glicemia em humanos.

Na DRD, alterag¢des redox musculares sao impulsionadas por uma combinagdo de
fatores que podem levar a reagdes reciprocas. A hiperglicemia cronica leva a producao
excessiva de ERO por meio de varias vias metabolicas, como a glicacdo avancada de
proteinas [179] e a disfun¢do mitocondrial [180]. A RI também contribui para o
desequilibrio redox, ao reduzir a captagdo de glicose pelo musculo e alterar o metabolismo
energético [181]. Além disso, a inflamag¢do cronica de baixo grau persistente em modelos
de DRD ativa vias inflamatérias que aumentam a producao de ERO no musculo esquelético
[182]. Esses fatores combinados ndo apenas prejudicam a fungdo muscular, mas também
aceleram a progressdao da DRD. Neste sentido, considerando que o musculo esquelético €
sensivel a mudancas redox induzidas pela DRD, mensuramos alguns marcadores de estresse
oxidativo para avaliar o impacto do exercicio fisico e do uso do iSGLT2 na modulagao
desses parametros.

O significativo aumento das concentragdes de H2O> muscular nos animais DRDe,
observado neste estudo, revela uma produgdo suprafisiolégica muscular de H>O> sob as
condi¢des experimentais utilizadas nesse projeto. O H>O» desempenha um papel duplo na
musculatura esquelética, agindo tanto como molécula sinalizadora que facilita adaptagdes

funcionais a atividade contratil, quanto agente potencialmente danoso ao tecido muscular
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[183]. Em niveis fisiologicos, o H>O; participa da regulacio de diversas fungdes celulares,
incluindo a sinaliza¢do da insulina, a ativacao de fatores de crescimento e a regulagdo redox
[184]. No entanto, a produgdo excessiva de H2O2, além de provocar o estresse oxidativo,
pode resultar em prejuizo na sinalizagao da insulina e consequente redu¢@o na atividade dos
transportadores de glicose, potencializando a deterioracao da fun¢do muscular e acelerando
a progressao da doenga [185]. Embora o modelo experimental de DRD nao tenha resultado
em um aumento nos niveis de interleucinas inflamatorias musculares que justificasse a
inflamagdo como principal indutora dos patamares elevados de H>O> muscular, faz-se
importante considerar outros mecanismos que possam estar presentes e que justifiquem a
elevagdo observada em nossos resultados, superando as capacidades antioxidante e anti-
inflamatoria esperadas do exercicio fisico e do iISGLT2. Por exemplo, a combinagdo de uma
DHL associada a STZ pode promover estresse metabdlico via glicotoxicidade e
lipotoxicidade [186], o que leva a disfun¢do mitocondrial e aumento da produgdo de anion
superoxido [153]. Essas condi¢des favorecem a geracao de H>O», independentemente da
presenca de uma resposta inflamatoria.

O aumento na producao de H>O> muscular nos animais com DRDe nao resultou em
elevacao nos indicadores de lipoperoxidagdo e carbonilagdo de proteinas. Esses resultados
podem estar relacionados a ativagdo de mecanismos antioxidantes compensatdrios ndo
analisados nesse estudo, mas que protegem a célula muscular contra danos oxidativos, como
a atividade de peroxirredoxinas e tiorredoxinas, uma vez que a atividade da catalase e da
GPx também nao apresentaram alteragdes significativas. Essa hipotese ¢é refor¢ada pelo fato
de que as mitocondrias, principais fontes de ERO, ndo possuem quantidades significativas
de catalase e as peroxinas sao muito mais abundantes que a GPx, o que faz com que a maior

parte do H20» seja principalmente catalisada pelo sistema peroxina/tiorredoxina [187].
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Outro fato a ser considerado ¢ que o H>0O> pode ser metabolizado pela
mieloperoxidase (MPO). A MPO ¢ uma enzima que utiliza o H»O> para gerar acido
hipocloroso, um agente microbicida potente que também pode exercer efeitos citotoxicos e
contribuir para a inflamacdo e danos teciduais [188]. Na DRD, a atividade da MPO ¢
aumentada, contribuindo para o estresse oxidativo e inflamatério cronico [189] e desviando
0 H>O» da reacdo de Fenton, que normalmente geraria mais espécies reativas, como o radical
hidroxila. Portanto, ¢ possivel que o H>O> possa ser consumido pela MPO antes que venha
a causar lipoperoxidacgdo ou carbonilagdo de proteinas expressivas.

A auséncia de efeitos significativos causados pelo exercicio fisico e pelo iISGLT2 no
conteudo de lipoperoxidagdo e carbonilagdo de proteinas sugere que, embora ambas as
intervengdes causem melhoras em outros aspectos do metabolismo celular, elas podem nao
impactar diretamente a atividade da MPO ou de vias especificas de desvio do H20»,
limitando sua ag¢do sobre danos oxidativos em musculos no contexto da DRD. Por outro
lado, a possivel acdo conjunta entre iISGLT2 e exercicio na modulacdo do sistema
antioxidante promoveu menor atividade da GPx, cuja diminui¢cdo no musculo de animais
com DRD e tratados com o exercicio fisico e o iISGLT2, em comparacdo com aqueles
animais expostos a DRD sem tratamento (Controle = Con), pode ser atribuida a reducao do
estresse oxidativo global, resultado das melhorias no controle glicémico e nas fungdes
metabolicas promovidas pelos tratamentos, como ja relatado em estudos prévios [176, 190,
191]. Este mecanismo adaptativo sugere a redistribuicdo das defesas antioxidantes em
resposta a um ambiente celular com menor estresse oxidativo, mantendo a integridade
muscular sem necessidade de alta atividade da GPx.

No modelo experimental de DRD induzido pela DHL e STZ, a inflamagao muscular
¢ um processo esperado, em razdo do estresse metabdlico e oxidativo causado pela

obesidade [153]. Normalmente, a DRD est4d associada a um aumento na produgdo de
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citocinas pro-inflamatdrias que podem causar RI no musculo esquelético [106]. Entretanto,
nossos resultados mostraram que o modelo experimental ndo promoveu alteracdes
significativas nas concentragdes musculares de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e
IL-6, e anti-inflamatdrias, como a IL-10. Cabe observar que a resposta inflamatdria no
tecido muscular pode ser modulada de maneira diferente em relacdo a outros tecidos, como
o adiposo ou renal, devido a atividade dos receptores inflamatorios ou a presenca de
mecanismos compensatorios que limitam a inflamag¢do local. Tal argumento foi
comprovado por Saberi e colaboradores (2024), que recentemente revelaram que os
modelos de DRDe aumentam os niveis musculares de interleucinas pro-inflamatorias [176].
Nossos resultados contrariam estudos prévios que demonstraram a elevagdo das
concentragdes de interleucinas em musculos de ratos/camundongos devido a utilizagdo da
DHL isoladamente ou em associacdo com a STZ [192-194]. A variabilidade genética entre
diferentes linhagens e o estado metabdlico dos animais podem ser varidveis que justificam
os resultados distintos daqueles encontrados em estudos anteriores. E também possivel que
o musculo tenha desenvolvido mecanismos adaptativos ao longo do tempo, reduzindo o
impacto inflamatorio esperado nesse modelo experimental.

Apesar de ndo haver diferengas na expressao inflamatdria muscular nos animais com
DRDe, nossos resultados mostraram diminuicao significativa nos teores de TNF-a, IL-6 ¢
IL-10 no grupo iSGLT2+Ex comparado ao grupo Controle. Estes resultados estdo em
conformidade com os estudos CANVAS [195] e DECLARE-TIMI [196], que avaliaram o
efeito da canagliflozina e dapagliflozina, respectivamente, em pacientes com T2DM e alto
risco cardiovascular. O exercicio fisico ¢ conhecido por sua capacidade de atenuar a
inflamacdo sistémica e local, promovendo a liberagdo de miocinas anti-inflamatorias e
melhorando a sensibilidade a insulina [197], o que pode reduzir a producao de citocinas pro-

inflamatorias como a IL-6 e a TNF-a. Por outro lado, os iISGLT2 também possuem efeitos
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anti-inflamatorios indiretos ao diminuir a glicotoxicidade e a ativacao de vias inflamatorias
associadas ao excesso de glicose [198].

O musculo esquelético atua na regulacdo da glicemia durante o exercicio,
promovendo a captagdo de glicose através de mecanismos que envolvem vias de sinalizagdo
especificas. Durante o exercicio fisico, a ativagao do eixo PI3K-Akt promove a translocagdo
do transportador de glicose (GLUT4) para a membrana celular, facilitando a captacdo da
glicose. O exercicio também estimula a fosforilagdo da proteina quinase ativada por AMP
(AMPK), que realiza a captacao de glicose pela translocacdo do GLUT4 independentemente
da insulina [53]. Vérias evidéncias prévias tém mostrado que essas vias de sinalizagdo sdo
prejudicadas na DRD [199-201]. Nenhuma alteragdo significativa foi observada no
contetdo muscular de PI3K, Akt e AMPK em animais com DRDe. A manutengdo dos niveis
similares ao grupo Controle pode estar associada a uma regulagdo compensatéria, embora
doencas renais cronicas sejam conhecidas por afetar a sinaliza¢ao dessas vias [202]. O fato
de que o exercicio fisico, isolado ou em combinacdo com o iISGLT2, ndo alterou a expressao
dessas proteinas sugere que os efeitos benéficos dessas intervengdes podem ser mediados
por outras vias através da modulagdo da atividade dessas mesmas proteinas, € ndo por
mudangas em sua expressao total como ja foi previamente observado em estudos anteriores
com animais diabéticos [153, 193]. E possivel que a ag¢do do exercicio e do iSGLT?2 atue
mais na ativagdo funcional dessas vias, promovendo a fosforilagdo e a translocagdo de
GLUT4 sem necessariamente alterar o conteudo proteico basal, o que poderia explicar a
manuten¢do dos niveis dessas proteinas mesmo sob intervencdes terapéuticas. Ainda que
tenha sido observada redugdo do conteido da PI3K através do tratamento com o
medicamento no presente estudo, a auséncia de alteragdes apresentada no grupo DRDe pode
se dar como resposta a uma possivel adaptacdo compensatdria do organismo, na qual

obesidade e o0 T2DM sdo capazes de induzir tal mecanismo, preservando a fungdo dessas

76



proteinas, ou mesmo em consequéncia da variabilidade individual dos musculos e animais
na resposta ao protocolo experimental, mascarando diferencas significativas no grupo
DRDe como um todo. A reducdo da PI3K como resposta ao tratamento isolado do
medicamento, por sua vez, possivelmente deu-se como reflexo da capacidade da EMP em
melhorar ou como reflexo da melhora da sensibilidade a insulina [203] e reduzir o quadro
inflamatério renal [204], diminuindo assim a sinalizagdo da PI3K em uma cascata de

eventos que diminui a necessidade da sua ativacao para que a captacao da glicose ocorra.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo investigou os efeitos da empagliflozina e do exercicio fisico de
intensidade leve e moderada na progressao da doenga renal do diabetes em camundongos
C57BL/6J obesos e diabéticos, com o intuito de determinar se essas intervengdes poderiam
reduzir a gravidade da doenga renal e seus mecanismos subjacentes. A dieta hiperlipidica,
em associagdo ao medicamento, causou obesidade e diabetes nos camundongos do grupo
DRDe, com aumento significativo da glicemia, glicosuria, albuminuria e disfungao renal. O
tratamento medicamentoso dado aos camundongos diabéticos obesos (grupo iSGLT2)
reduziu a glicosuria, a proteinuria e a disfungdo renal. O iISGLT2 também diminuiu a
expressdo da proteina PI3K no tecido muscular, além de reduzir os niveis de IL-10. O
exercicio fisico imposto aos camundongos diabéticos obesos (grupo Ex) reduziu a glicemia,
a glicosuria e a proteindria, mas nao teve efeito significativo na disfung¢do renal. O exercicio
fisico também ndo alterou a expressao das proteinas PI3K, Akt-p e AMPK no tecido
muscular. A sinergia resultante da associacao dos tratamentos pode ser observada no grupo
submetido a ambos — medicamento e exercicio (ISGLT2+Ex) —, que apresentou os melhores
resultados por meio da reducdo da glicemia, glicosuria, albumindria e da disfungao renal.
Houve ainda, no mesmo grupo, redu¢do nos medidores inflamatorios do tecido muscular.
Além disso, ap6s a instalacao do estado inflamatorio cronico da DRD como consequéncia
da associacdo entre a DHL e a STZ, os tratamentos impediram a evolucao da doenga ¢ a
instalacdo de um quadro ainda mais grave, atuando como agente quimioprotetor do
organismo.

Estes resultados sugerem que 0 iISGLT2 e o exercicio fisico podem ser intervengdes
promissoras para o tratamento da doenca renal do diabetes em camundongos obesos e
diabéticos. Pesquisas sdo necessarias para confirmar esses resultados em humanos e para

elucidar completamente os mecanismos subjacentes pelos quais essas intervengdes atuam.
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8.1 LIMITACOES

Alguns aspectos metodologicos trouxeram limitagdo para a execugao e obtencao dos
resultados aqui apresentados. Dentre eles, o nimero final de animais obtido, que
impossibilitou a realizagdo de algumas analises e consequente melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos nos tratamentos. Outro fator limitante foi a necessidade de se
adaptar alguns procedimentos em virtude da pandemia de Covid-19, que perdurou durante
arealizacdo da parte experimental do estudo e comprometeu, inclusive, os recursos humanos

destinados a sua execucao.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Dentro dos resultados obtidos neste estudo, recomenda-se a realizagdo de estudos
com maior duragdo para avaliar os efeitos a longo prazo do iSGLT2, do exercicio fisico e
da combinagdo de ambos na doenca renal do diabetes. Sugere-se também a utilizacdo de
diferentes doses de iSGLT2, intensidades e modalidades de exercicio, separada e
conjuntamente, para determinar os regimes mais eficazes para o tratamento da doenga.
Finalmente, propde-se uma investigacdo mais profunda sobre as altera¢des das proteinas
que controlam o metabolismo da glicose, bem como de outras vias de sinalizagdo que
possam estar envolvidas na doenga renal do diabetes, em diferentes subgrupos celulares do

tecido muscular.
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11 MATERIAL SUPLEMENTAR

Dentre as andlises moleculares por meio do Western Blotting, buscou-se, através das
proteinas glicogénio sintase quinase-3 — GSK-3, sirtuina 1 — SIRT1, coativador 1-alfa do
Receptor gama — PGC1-a e alvo mamifero da rapamicina— mTOR, um melhor entendimento
do mecanismo geral de sinalizacdo da glicose e insulina. Entretanto, por dificuldades
metodologicas, ndo foi obtido o ‘n’ minimamente necessario para as suas utilizagdes.

Abaixo encontra-se o fluxograma que demonstra o numero de animais no inicio € ao
final do estudo. Apoés a divisdo entre dieta padrao (Sham) e dieta hiperlipidica (DHL), um
animal do grupo Sham foi a ébito na 22% semana (n=1). Um outro animal do grupo Con foi
excluido por apresentar glicemia < 180 mg/dL apo6s a introdugdo de estreptozotocina (STZ)
(n=1), enquanto dois animais do grupo iSGLT2 foram excluidos por apresentar glicemia <

180 mg/dL ap6s a introdugdo da STZ (n=1) e por 6bito apds o uso de STZ (n=1),

e

respectivamente.

Ex+iSGLT2
=12

iSGLT2 =12

1 excluido 2 excluidos
1 6bito . . Sem dbitos glicemia < Sem dbitos
glicemia < ~ =
semana 22 ou exclusoes 180 mg/dL e ou exclusdes
180 mg/dL

dbito

n=11
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Ainda enquanto material suplementar, encontra-se outra tese de doutorado
desenvolvida como parte deste estudo, e que objetivou analisar o perfil renal da mesma

populagdo utilizada.
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