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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) ¢ um disturbio metabodlico caracterizado por elevados niveis
glicémicos, resultante de defeitos na secrecdo da insulina. A hiperglicemia estimula uma
producdo aumentada de renina renal e consequentemente, diante dos efeitos da acdo tecidual
da Angiotensina II, tem-se um importante mediador das alteragdes fisiopatologicas da
Nefropatia Diabética (ND). A inibicdo farmacoldgica do Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (SRAA) tem sido amplamente estudada e vem se mostrando como um aliado ao
tratamento da ND. Hé indicios de que os mastdcitos, células originalmente envolvidas nas
reacdes alérgicas, liberem inimeros mediadores e citocinas que estejam também relacionados
a ND. Utilizou-se ratos Wistar divididos em seis grupos experimentais: Controle (C) - sem
diabetes; Sham (S) - sem diabetes com simulac¢do de tratamento; Controle Diabético (CD) -
com DM; Enalapril (EN) - diabéticos tratados com enalapril; Losartan (LO) - diabéticos
tratados com losartan; Alisquereno (AL) - diabéticos tratados com alisquereno. Apos 90 dias
de tratamento, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas por 24 horas para coleta de
urina e, posteriormente, de sangue, para analises bioquimicas e de funcdo renal, em seguida
sacrificados e seus rins coletados para estudos morfoldgicos e histoquimicos. A glicemia pos-
inducdo e final dos animais diabéticos, bem como o volume urinario, foram
significativamente maiores que os valores apresentados pelos ndo-diabéticos. Nao houve
alteracdes significativas nos niveis de sodio e potdssio plasmaticos, mas todos animais
diabéticos apresentaram aumento de uréia plasmatica e aumento da relagdo entre peso do rim
e peso do corpo (com exce¢do do AL), em relagdo aos grupos C e S. A porcentagem de
colageno cortical foi maior nos grupo CD, quando comparado aos grupos C e S, e EN, em
relacdo ao grupo S. Os bloqueadores do SRAA preveniram ou minimizaram alteragdes em
parametros como areas do corpusculo renal (EN), tufo glomerular (EN) e espago capsular,
além da TFG (AL) e EUA (EN). O tratamento com AL preveniu o aumento no nimero de
mastocitos integros e degranulados, alteracdo constatada nos rins dos demais animais
diabéticos. Constatou-se que o tratamento com bloqueadores do SRAA preserva a fungdo
renal (AL) e reduz a EUA (EN) em diabéticos, por minimizarem determinadas mudancas
estruturais glomerulares induzidas pelo diabetes, além de reduzirem (AL) o nimero de
mastocitos no parénquima renal, sugerindo que essas células possam estar envolvidas na
fisiopatogenia da ND.

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus Experimental; Mastdcitos; Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona.



ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (DM1) is a metabolic disorder characterized by high blood glucose
levels resulting from insulin secretion defects. Hyperglycemia stimulates an increased
production of renal renin and consequently, due the tissue action effects of Angiotensin II,
there is an important mediator of the DN pathophysiological changes. Pharmacological
inhibition of the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) has been widely studied and is
proving to be an ally to DN treatment. There is evidence that mast cells, originally cells
involved in allergic reactions, release a number of mediators and cytokines that are also
related to DN. Wistar rats were divided into six groups: control (C) - without DM; Sham (S) —
without DM with dummy treatment; Diabetic control (CD) — with DM; Enalapril (EN) —
diabetics treated with enalapril; Losartan (LO) — diabetics treated with losartan; Aliskiren
(AL) — diabetics treated with aliskiren. After 90 days of treatment, animals were placed in
metabolic cages during 24 hours for urine collection and later, blood collection for
biochemical analysis and renal function. Then the kidneys were removed for morphological
and histochemical studies and the animals were euthanized. Post-induction and final glycemia
in diabetic animals were significantly higher than the values presented by non-diabetic
animals. There were no significant changes in sodium and potassium plasma levels, but all
diabetic animals showed increased plasma urea and increased kidney weight and body weight
ratio (except AL) compared to C and S groups. The cortical collagen percentage was higher in
CD group when compared to C and S groups, and EN group compared to S group. RAAS
blockers prevented or minimized parameters changes such as areas of the renal corpuscle
(EN), renal glomerulus (EN) and capsular space, also GFR (AL) and AUE (EN). Treatment
with AL prevented the increase in the number of intact, degranulated and total mast cells,
alteration observed in the kidneys of diabetic animals. It was found that treatment with RAAS
blockers preserve renal function (AL) and reduces AUE (EN) in diabetics by minimizing
some glomerular structural changes induced by DM, in addition to reducing (AL) the mast
cells number in renal parenchyma, suggesting that these cells may be involved in the

pathogenesis of DN.

Keywords: Experimental Diabetes Mellitus; Mast cells; Renin-Angiotensin-Aldosterone
System.
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1 Introducao

O diabetes mellitus (DM) ¢ um grupo heterogéneo de distarbios metabdlicos
caracterizados por elevados niveis glicémicos, que podem resultar de defeitos na secrecdo de
insulina (DM1), na a¢ao deste hormdnio (DM2), ou em ambos mecanismos (ADA, 2015).

A classificagdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude e pela Associagdo
Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes clinicas da doenga: DM tipo 1, DM tipo
2, outros tipos especificos de DM e DM gestacional. Ainda existem duas categorias, referidas
como pré-diabetes, que sdo a glicemia de jejum alterada e a tolerdncia a glicose diminuida.
Essas categorias ndo sdo entidades clinicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento do
DM e de doencas cardiovasculares (DCV) (ADA, 2015; DIB & CHACRA, 2007; ZECCHIN
& SAAD, 2007).

O DM tipo 1, forma presente em 5% - 10% dos casos, ¢ resultado da destrui¢do das
células beta pancreaticas com consequente deficiéncia de insulina. Na maioria dos casos, essa
destruicdo ¢ mediada por auto-imunidade, porém existem casos em que ndo ha evidéncias de
processo auto-imune, sendo, portanto, referida como forma idiopatica do DM1. O DM2 ¢ a
forma presente em 90% - 95% dos casos e caracteriza-se por defeitos na acao e na secrecio da
insulina. Em geral ambos os defeitos estdo presentes quando a hiperglicemia se manifesta,
porém, pode haver predominio de um deles. A maioria dos pacientes com essa forma de DM
apresenta sobrepeso ou obesidade e a cetoacidose raramente desenvolve-se espontaneamente,
ocorrendo apenas quando associada a outras condigdes clinicas, como infecgdes (ADA,
2015).

Em 1985, estimava-se que existissem 30 milhdes de adultos com DM no mundo; esse
nimero cresceu para 135 milhdes em 1995, atingindo 173 milhdes em 2002, com projecao de
chegar a 300 milhdes no ano 2030. Cerca de dois tergos desses individuos com DM vivem
nos paises em desenvolvimento, onde a epidemia tem maior intensidade, com crescente
proporcao de pessoas afetadas em grupos etarios mais jovens (WILD, 2004).

Quantificar a prevaléncia de DM e o nimero de pessoas diabéticas, no presente e no
futuro, ¢ importante para permitir uma forma racional de planejamento e alocagdo de recursos
destinados as politicas publicas para preven¢ado e tratamento eficazes (SBD, 2006).

O DM ¢ uma causa consideravel de morbimortalidade e também um problema de saude
publica, visto que pode resultar em inimeras complicagdes micro e macrovasculares. Dentre
as principais complicacdes microvasculares estdo: retinopatia, neuropatia e nefropatia

diabéticas (ND); enquanto que as macrovasculares sdo: Acidente vascular encefalico, infarto
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agudo do miocardio, etc. Com relacdo a ND, aproximadamente 35% dos pacientes com DM1
desenvolvem este tipo de complicagdo, caracterizada por lesdes estruturais e funcionais dos
rins, com niveis aumentados de excre¢do urinaria de albumina (EUA), progressivamente de
microalbuminuria a macroalbuminuria, podendo evoluir até a insuficiéncia renal cronica
terminal, sendo inclusive um preditor de mortalidade nesta populagcdo. Nos pacientes com
DM2, sua prevaléncia varia de 10 a 40%, estando associada a um aumento da mortalidade de
aproximadamente 5 vezes (RIELLA, 2002; LYRA & CAVALCANTI, 2005; GRAF et al.,
2009; ADA, 2015).

A hiperglicemia, no nivel tecidual renal, estimula uma produ¢do de renina elevada e
consequentemente, diante dos efeitos da agdo tecidual da Angiotensina II (Ang II), tem-se um
importante mediador das alteragdes fisiopatologicas da ND (O’DONNELL, et al., 1998;
ZATZ, 2000; VIDOTTI et al., 2004; DURVASULA & SHANKLAND, 2008). Em condicdes
fisiologicas, o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), relacionado com a
manutencdo da estabilidade hemodindmica, ¢ regulado pela renina, enzima de a¢do hormonal,
produzida e armazenada no aparelho justaglomerular. Ao ser liberada por estimulos
hemodindmicos, favorece a quebra do angiotensinogénio existente no plasma, em
angiotensina I, a qual é convertida pela enzima conversora de angiotensina (ECA) no
metabolito (hormodnio) ativo - Angll. Esta produgdo de Angll ocorre tanto a nivel sistémico
quanto tecidual. A Angll, principalmente através de seus receptores AT1 (biologicamente
mais importante), estimula o sistema nervoso simpatico, a excre¢ao de potassio, reabsor¢cao de
sodio e agua (intensificada pelo aumento da producdo de aldosterona e do hormoénio anti-
diurético, produzidos na glandula supra-renal e na neuro-hipéfise, respectivamente), promove
vasoconstri¢ao arteriolar e aumenta a filtragdo glomerular (como resultado da vasoconstri¢ao
da arteriola eferente) (ZATZ, 2000; RIELLA, 2002).

Além do efeito hemodindmico, Ang II interage com alguns tipos de receptores para
desempenhar outras fungdes. A partir da sua interagdo com AT1 em nivel celular, atua sobre
mecanismos de proliferacdo e reparo celular e expansdo da matriz extracelular (MEC),
gerando hipertrofia ou hiperplasia renal ou cardiaca, inflamagao e fibrose tecidual, através da
liberagdo de fatores do crescimento e estresse oxidativo. Com o estimulo em receptores AT2,
promove a liberagdo de outras substancias vasoativas, a exemplo de prostaglandinas e 6xido
nitrico, causando efeito vasodilatador. Além disso, tem acdo anti-apoptdtica e anti-
proliferativa. No entanto, existem outros 2 receptores, AT3, cuja funcdo ainda ¢ desconhecida

e AT4, cuja fungdo consiste na modulacdo da funcdo do endotélio. E, ainda se sabe pela
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literatura, que Ang II ¢ degradada a angiotensina III, cuja funcdo ¢ de estimular processos
inflamatorios e fibrose tecidual e angiotensina IV, que através de amino e carboxipeptidases
podem ativar AT4 (ATLAS, 2007, GRACIANO & NORONHA, 2010; KAGAMI, 2012;
CROWLEY, 2012).

A vasta literatura relacionada ao SRAA estabelece claramente o papel dominante do
eixo ECA — Ang II — ATIR para a manutencdo da pressdo sanguinea, através de processos
hemodinamico e tubulares. A ativagao deste eixo também esta diretamente relacionada as
condi¢des patoldgicas, incluindo a hipertensdo, diabetes e sensibilidade ao sal, contribuindo
assim, para a progressao da lesdo renal. Por isso, o bloqueio da ECA ou do receptor AT1 sdo
terapias efetivas para diminuir o dano renal bem como, regular a pressdo sanguinea.
Entretanto, estas abordagens terapéuticas, podem resultar na ativagdo dos componentes da via
ndo classica do SRAA, a qual pode se opor as vias estimuladas pelo eixo relacionado a Ang II
e receptores AT1. E evidente na literatura que a expresso significativa do receptor para ANG
(1-7), diferente dos subtipos AT1 e AT2, e discutivelmente, uma enzima conversora de ANG
(1-7) especifica, como a ECA2 de multiplas espécies, fortalece o papel fisiologico do eixo
ECA2 — Ang (1-7) - AT7R, tanto no rim quanto em outros tecidos. Assim, existe a
possibilidade para novas abordagens terapéuticas, que tem como alvo esta via em conjun¢ado a
via classica. De fato, a nova abordagem experimental, para a superexpressdo de ECA2 ou a
administracdo da forma ativa desta enzima, estabeleceu o beneficio cardiovascular do
aumento da relagdo hormonal entre Ang (1-7) e Ang II (CHAPPELL, 2012; GRACIANO &
NORONHA, 2010; KAGAMI, 2012; CROWLEY, 2012).

Portanto, a ativacdo de outros metabdlitos derivados da Ang II, através da acdo
enzimatica da ECA2, produz Ang (1-7), culminando em um efeito contrario a via classica,
promovendo vasodilatagdo, natriurese e efeitos anti-proliferativos. No entanto, ha também a
presenga de receptores teciduais especificos para renina e prd-renina (renal e vascular),
sinalizando a ativagdo tecidual de toda uma cascata de efeitos pro-fibréticos (ATLAS, 2007,
GRACIANO & NORONHA, 2010; KAGAMI, 2012; CROWLEY, 2012).

Devido a importancia dos componentes do SRAA para o desenvolvimento da ND e o
fato de hipertensdo arterial sistémica (HAS) e DM serem condigdes clinicas frequentemente
associadas, varios estudos foram realizados utilizando-se farmacos capazes de interferir no
funcionamento desse sistema, entre eles os inibidores da ECA (iECA), bloqueadores ou
antagonistas dos receptores AT1 da angiotensina II (BRA) e os inibidores diretos da renina
(IR).

Os farmacos iECA bloqueiam a transformacao da Ang I em II no sangue e nos tecidos,
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por isso sdo eficazes no tratamento da HAS, reduzindo a morbidade e a mortalidade
cardiovasculares em pacientes hipertensos, portadores de insuficiéncia cardiaca e pds-infarto
agudo do miocardio; atuam na preven¢do secundaria do acidente vascular encefalico;
reduzem a EUA, retardando o declinio da fungdo renal em pacientes com ND (CAREY,
2008).

Os BRA antagonizam a ac¢do da Ang II por meio do bloqueio especifico de seus
receptores. Sao eficazes no tratamento da HAS; proporcionam redu¢do da morbidade e
mortalidade cardiovascular, mostrando também um efeito benéfico em insuficiéncia cardiaca
congestiva, prevencao do acidente vascular cerebral e nefroprotecdo em pacientes com DM?2,
pois reduzem a EUA (CHAN et al., 2004; CAREY, 2008).

O Alisquereno ¢ o Unico representante da classe de IR disponivel atualmente para uso
clinico, promove uma inibicdo direta da acdo da renina com consequente diminui¢do da
formacao de Ang II. Tem eficécia anti-hipertensiva e efeito benéfico na redugdo de morbidade
cardiovascular e renal, influenciando na hipertrofia de ventriculo esquerdo e proteintria
(POOL, 2007; CAREY, 2008; FELDMAN et al., 2008; DELEA et al., 2009; TRIMARCH,
2011).

A ND vem sendo cada vez mais considerada uma doenga inflamatdria, com modulagao
imune tanto no seu desenvolvimento quanto em sua progressdo, assim como em inimeras
outras doengas renais, entre elas a glomeruloesclerose e fibrose tubulointersticial. H4 relatos
na literatura de infiltrado de células imunes, incluindo macréfagos, células T, células B e
mastocitos no tecido renal exposto ao ambiente hiperglicémico. Portanto, atualmente ha
varios estudos em desenvolvimento com a finalidade de investigar a ampla gama de
possibilidades terapéuticas envolvendo a modulagdo imune e a patogénese da ND
(FIONNUALA, 2013).

Os mastocitos sdo células do sistema imunoldgico de origem hematopoiética (PATEL et
al, 2013), derivam de células pluripotenciais da medula 6ssea que expressam o antigeno
CD34 (GOLKAR; BERNHARD, 1997 ¢ KATSAMBAS et al., 1999, apud RECH, GRACA,
2006) e iniciam sua diferenciagdo sob a influéncia do fator de células tronco (stem cell factor—
SCF) e da IL-3 (ROBBIE-RYAN; BROWN, 2002, apud RECH, GRACA, 2006) de uma
linhagem distinta dos monoécitos e macréfagos e dos precursores dos granulocitos (SCOTT;
STOCKHAM, 2000, apud RECH, GRACA, 2006).

A origem dos mastdcitos tem sido motivo de muitas discussdes. Acredita-se que esses
tipos celulares sejam produtos finais da diferenciagdo de outras células, ou seja, resultado de

divisdes mitdticas em suas variadas formas granulares (SANTOS et al., 2010). Normalmente
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ndo amadurecem ao deixar a medula 6ssea e, entdo, passam a circular pelo sistema vascular
como progenitoras imaturas e completam seu desenvolvimento perifericamente nos tecidos
conjuntivos e na mucosa localizando-se proximos a vasos sanguineos, linfaticos e nervos
periféricos (OKAYAMA; KAWAKAMI, 2006). Sdo observados também na medula 6ssea de
individuos saudédveis quase sempre em contato com as traves 0sseas (DUARTE et al., 1999).
Seu estado funcional ¢ representado pela degranulacdo mastocitaria, que acontece em resposta
a varios estimulos, o que inclui estimulos medicamentosos e quimicos, que sdo a base para a
sua atividade biologica (HUANG; CHEN, 2012).

Essas células desempenham um papel central nas reagdes alérgicas por meio de alta
afinidade com receptor de IgE (OKAYAMA; KAWAKAMI, 2006). Sao ativados por ligacdes
cruzadas do antigeno especifico de IgE ligado com alta afinidade ao receptor de membrana
(FceRI) (HUANG; CHEN, 2012). Além disso, liberam inimeros mediadores, incluindo
histamina, heparina, fator de ativacdo plaquetdria, triptase, quimase, prostaglandinas,
leucotrienos e citocinas (CHIAPPETTA; GRUBER, 2006).

Os mastocitos também participam da sintese de metabolitos, acido araquiddnico e varias
citocinas e quimiocinas. Além destas fungdes classicas, estudos recentes tém expandido o
papel destas células que parecem também desempenhar um papel critico na imunidade inata e
adaptativa durante infecgdes bacterianas (OKAYAMA; KAWAKAMI, 2006; HUANG;
CHEN, 2012).

Em modelo experimental de DM, utilizando-se ratos da linhagem Wistar, apds sete
semanas de tratamento com Cetotifeno, droga conhecida como agente estabilizador de
mastocitos, e Lisinopril (iECA), observou-se melhora na fun¢do renal, na expressdo de
colageno intersticial, assim como diminui¢do na expressao de mastocitos no intersticio renal,
nos grupos tratados com estes medicamentos, ao serem comparados ao grupo diabético.
Quando comparados ao grupo de animais diabéticos tratados com composto 48/80, o qual
estimula a degranulacdo de mastocitos, notou-se melhora ainda mais significativa dos
parametros analisados. Portanto, infere-se que em situagdes de hiperglicemia, o Cetotifeno
exerce efeito renoprotetor, possivelmente, através da inibicdo da degranulagdo mastocitaria
(KHURANA et al., 2011).

Diante da importancia epidemioldégica da DM, com sua morbi-mortalidade e
complicacdes, com possivel desfecho em doenca renal terminal, aumentando, por sua vez, o
nimero de pacientes que necessitam de terapia renal substitutiva, o presente trabalho justifica-
se pela necessidade de se estabelecer vias fisiopatologicas desconhecidas no desenvolvimento

da ND e consequentemente novas possibilidades terapéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o nimero de mastdcitos presentes ao longo do desenvolvimento da ND e
se o tratamento monoterdpico com drogas que interferem na atividade do SRAA pode

influenciar na quantidade destas células no tecido renal.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar o nimero de mastdcitos integros, degranulados e totais presentes no tecido
renal de ratos Wistar diabéticos tratados com iECA, BRA ¢ IR;

- Determinar a area do corpusculo renal, drea do tufo glomerular e area do espago
capsular de ratos Wistar diabéticos tratados com iECA, BRA e IR;

- Mensurar a espessura da membrana basal glomerular de ratos Wistar diabéticos
tratados com com iIECA, BRA ¢ IR;

- Determinar a porcentagem de coldgeno no cortex renal de ratos Wistar diabéticos
tratados com com iIECA, BRA ¢ IR;

- Determinar a TFG, pelo clearance de creatinina, de ratos Wistar diabéticos tratados
com iECA, BRA ¢ IR;

- Analisar a excre¢do urindria de albumina de ratos Wistar diabéticos tratados com

iECA, BRA e IR.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Consideracdes Eticas

O estudo foi desenvolvido em respeito as consideragdes éticas com experimentacdo em
animais, tendo sido submetido a avaliacdo e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal de Uberlandia, sob o protocolo 122/11.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, com peso entre 200 e 300g,
mantidos no depositdrio de animais em estantes climatizadas a temperatura de 22°C e ciclo

claro-escuro de 12 horas.

3.3 Inducio de Diabetes Mellitus

A inducdo do DM foi realizada com a administracdo de aloxano (Sigma-Aldrich), um
analogo toxico da glicose o qual ¢ captado pelo transportador de glicose do tipo GLUT-2
presente nas células beta pancreaticas, causando a necrose destas e, consequentemente,
induzindo um modelo de DM1.

Apo6s o periodo de jejum absoluto de 24 horas, os animais foram anestesiados com
tiopental sédico (Thiopentax®, Cristalia) solu¢do a 2,5%, na dosagem de até 25 mg/Kg,
administrado por via peritoneal. O controle da sedagdo foi efetuado avaliando-se o reflexo de
retirada da pata ao estimulo doloroso. Posteriormente, o aloxano foi administrado por via
endovenosa através de puncdo da veia peniana, na dosagem de 50 mg/kg de peso corporal,
diluido em solugdo salina a 0,9%. A glicemia capilar foi aferida 24 horas apdés a inducdo
utilizando-se um glicosimetro (Accu Check Active, Roche), considerando-se diabéticos
aqueles animais que apresentavam glicemia maior que 200 mg/dL. Uma vez diabéticos, a
insulinoterapia foi realizada com insulina NPH (Humulin N®, Lilly) com dosagem de uma
unidade subcutinea, em dias alternados, a fim de manter os animais em quadro

hiperglicémico, porém, minimizando a mortalidade causada pela exacerbacao deste quadro.

3.4 Grupos de Estudo

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos:

1) Controle (C) - sem diabetes (N = 06);
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2) Sham (S) - sem diabetes com simulacdo do tratamento proposto (N = 07);

3) Controle diabético (CD) — com DM sem tratamento (N = 07);

4)  Enalapril (EN) - com DM tratados com inibidor da enzima conversora da
angiotensina (iIECA - 20 mg/L - diluido em &gua, oferecido ad libitum) (VOLPINI et al.,
2003) (N =07);

5) Losartan (LO) - com DM tratados com bloqueador de receptor AT1 (BRA - 50 mg/L
— diluido em agua, oferecido ad libitum) (VOLPINI et al., 2003) (N = 06);

6) Alisquereno (AL) - com DM tratados com inibidor de renina (IR - 50 mg/Kg/dia,
administrado por gavagem) (MARTINS-OLIVEIRA et al., 2012) (N = 08).

Ap6s 90 dias de tratamento, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas por 24
horas para coleta de urina e, posteriormente, de sangue, para analise bioquimica. Realizada a
coleta de material bioldgico para os exames laboratoriais, os animais foram anestesiados com
Halotano (Cristalia) e seus rins retirados - rim esquerdo por padronizagdo, pesados, fixados
em methacarn e incluidos em parafina para anélises morfologicas. Apos a coleta dos rins, 0s

animais foram eutanasiados por aprofundamento da anestesia.

3.5 Estudos de Func¢ao Renal

A func¢do renal dos animais dos 6 grupos propostos foi avaliada através da dosagem de
creatinina plasmatica e urindria, por colorimetria, com o auxilio do acido picrico (Labtest
Diagnostica). Para isso, os animais foram colocados em gaiolas metabolicas e toda a urina de
24 horas foi devidamente coletada; posteriormente, uma amostra de sangue foi retirada da
cauda dos animais. A creatinina das amostras reage com o acido picrico formando picrato de
creatinina, composto que desenvolve cor amarelada. A absorbancia obtida pela leitura das
amostras, utilizando espectrofotometro, estava relacionada a concentragdo de creatinina na
amostra. A TFG foi calculada, em seguida, pela formula:

Clearance de creatinina (TFG) = Ucr X V,

Pcr

onde Ucr = creatinina urinaria, V = fluxo urinario e Pcr = creatinina plasmatica.

3.6 Quantificacao de Albumina nas Amostras de Urina

A excrecao de albumina urindria dos animais dos 6 grupos propostos foi determinada
por colorimetria com o auxilio do vermelho de pirogalol (Labtest Diagnostica). Esta

substancia reage com o molibdato de s6dio formando um complexo que, quando combinado
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com a proteina em meio acido desenvolve um cromoéforo de cor azul. A absorbancia
resultante obtida pela leitura das amostras em espectrofotometro sera diretamente

proporcional a concentracao de proteina na amostra.

3.7 Quantificacio de Uréia nas Amostras de Sangue

A quantificacdo de uréia plasmatica dos animais dos 6 grupos propostos foi determinada
por colorimetria. A wuréia ¢ hidrolisada pela urease a ions amoénio e CO2 (Labtest
Diagnostica). Os ions amonio reagem em pH alcalino com salicilato e hipoclorito de sddio
sob acdo catalisadora do nitroprussiato de sodio para formar azul de indofenol. A absorbancia
resultante obtida pela leitura das amostras em espectrofotometro sera diretamente

proporcional a quantidade de uréia na amostra.

3.8 Quantificacido de Sodio e Potassio nas Amostras de Sangue

A quantificagdo de ions sodio e potdssio plasmaticos dos animais dos 6 grupos
propostos foi realizada pela técnica de eletrodo de ion seletivo, através do analisador de ions
seletivos AVL Roche 9180. Os potenciais de membrana sdo gerados pela permeabilidade de
certos tipos de membranas a anios ou cations selecionados. Essas membranas sdo utilizadas
para fabricar eletrodos seletivos para ions, que seletivamente interagem com uma Unica
espécie i6nica. O potencial produzido na interface da solucdo membrana-amostra ¢

proporcional ao logaritmo da atividade idnica ou concentracao do ion em questao.

3.9 Analise Histoquimica

Foram obtidos cortes histologicos de 4 um de espessura, a partir dos rins emblocados

em parafina e submetidos as seguintes coloragdes:
3.9.1 Azul de Toluidina

A coloragdo de azul de toluidina em pH 4cido permite a identificacdo dos mastdcitos,

cujos granulos sdo metacromaticos, propriedade caracterizada pela coloracdo purpura.

3.9.2 Acido Periédico-Reativo de Schiff (PAS)

O corante 4cido periodico-reativo de Schiff (PAS) reage com carboidratos e
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macromoléculas de carboidratos como o glicogénio, as glicoproteinas e proteoglicanos,
gerando uma coloracdo magenta. Como a membrana basal (jun¢do de duas laminas basais)
possui compostos ricos em carboidratos, evidencia-se facilmente pela coloragdo de PAS,
possibilitando assim, a identifica¢do dos limites das estruturas renais, como o tufo glomerular,
a membrana basal da cipsula de Bowman, e os tubulos renais, favorecendo assim, a

realizacdo de estudos histomorfométricos.
3.9.3 Picrosirius Red

A coloragdo com picrosirius red ¢ o método mais utlizado para evidenciar a presenca de
fibras colagenas no tecido, especialmente colageno tipo I e tipo III. As laminas coradas com
Picrosirius Red foram analisadas utilizando o software Image J (Versdo 1.4) para andlise da

porcentagem de colageno cortical.
3.10 Analise Histomorfométrica

As andlises histomorfométricas foram realizadas utilizando-se as laminas coradas com
PAS para mensuragdo da area do corpusculo renal, do tufo glomerular, e area do espago
capsular, além da medida da espessura da membrana basal. Com o auxilio de um microscopio
(Leica ICC50), avaliou-se os cortes histologicos em toda a sua extensdo e foram selecionados,
aleatoriamente, trinta (30) glomérulos de cada corte para realizar a andlise proposta. As
imagens foram capturadas por uma video-camera e transmitidas ao computador para realizar a
avaliacdo morfométrica através do software HL Image 97 ++ (Western Vision, Salt Lake

City, UT, USA).
3.11 Analise Estatistica

Para todos os parametros analisados utilizou-se o software GraphPad Prism Version
5.00, empregando o teste de Kolmogorov-Sminorv para identificar se os dados apresentavam
ou nao distribuicdo normal (Gaussiana). Para os dados que apresentaram distribuicdo normal,
foi realizado o teste de Tukey, para os que ndo apresentaram, utilizou-se o teste Kruskal

Wallis com pos-teste de Dunn. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4 Resultados

4.1 Glicemia

A glicemia dos animais de todos os grupos estudados foi verificada 24 horas pos-
inducdo do quadro DM (Figura 01; Tabela 01) e 90 dias apds o inicio dos tratamentos —
glicemia final (Figura 02; Tabela 01), evidenciando que nos animais diabéticos (CD, EN,
LO e AL) a glicemia foi significativamente maior que a apresentada pelos animais dos grupos

Controle (C) e Sham (S).

Figura 01 — Gréfico de valores médios de glicemia pés-indu¢do de DM apresentada pelos

animais dos grupos C (controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO
(losartan) e AL (alisquereno).

Glicemia Pés-indugao

800+
Controle
- ***C **c ***c
% 600- **C ***S **s ***S @ Sham ) L.
3 g - [ Controle diabético
£ T 3 Enalapril
.E 400+ 1 Losartan
g @ Alisquereno
5 2004
0-

C S CD EN
Grupos

Fonte: O Autor (2015).
Os valores sdo expressos como Média+EPM. ***C: p<0,001 versus C; **C: p<0,01 versus C; ***S: p<0,001 versus S; **S:
p<0,01 versus S. Teste de Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn.

Figura 02 — Grafico dos valores médios de glicemia final apresentada pelos animais dos

grupos C (controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL
(alisquereno).

Glicemia Final

***c ***C
600_ ***C ***S ***S
*kg P *»*C Controle
~ T S E Sham
% 400 3 Controle diabético
3 3 Enalapril
o 2 Losartan
§ 200- @l Alisquereno
o
0

S CD EN LO AL
Grupos

Fonte: O Autor (2015).

Os valores s@o expressos como MédiatEPM. ***C: p<0,001 versus C; **C: p<0,01 versus C; ***S: p<0,001 versus S; **S:
p<0,01 versus S. Teste de Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn.
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4.2 Dados Bioquimicos

Ao analisar as dosagens de uréia plasmatica dos grupos em estudo (Figura 03; Tabela
01), observou-se aumento deste pardmetro nos grupos diabéticos CD, EN, LO e AL quando
comparados aos grupos nao diabéticos (C e S).

Nao houve diferencas significativas, entre os grupos estudados, para as dosagens
plasmaticas de sodio (Figura 04; Tabela 01) e potassio (Figura 05; Tabela 01). No entanto,

o grupo AL apresentou certa tendéncia a hipercalemia, em relagdo aos demais grupos.

Figura 03 — Grafico dos niveis plasmaticos de uréia apresentados pelos animais dos grupos C
(controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL

(alisquereno). .. -
Uréia Plasmatica

__ 200-

2 . Controle

E, 150 **g E3 Sham

= *C *’;C . 3 Controle diabético
S 'S _|§ *g 3 Enalapril

E 100+ T 3 Losartan

E @l Alisquereno

2 504

©

2

CD EN LO AL
Grupos

Fonte: O Autor (2015).
Os valores sdo expressos como Média+EPM. **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05 versus C; **S: p<0,01 versus S; *S: p<0,05
versus S. Teste de Tukey.

Figura 04 — Grafico dos niveis plasmaticos de sddio apresentados pelos animais dos grupos C
(controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL

(alisquereno). Sodio Plasmatico

200+
Controle
_ E3 Sham
%I- 150+ @ 3 Controle diabético
uEJ 3 Enalapril
: 100+ wg 3 Losartan
:_g @l Alisquereno
0 501
0 T T

CD EN LO AL
Grupos

Fonte: O Autor (2015).
Os valores sao expressos como Média+tEPM. Teste de Teste de Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn.
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Figura 05 — Grafico dos niveis plasmaticos de potédssio apresentados pelos animais dos
grupos C (controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL
(alisquereno).

Potassio (mEg/L)

Fonte: O Autor (2015).

Os valores sao expressos como Média+tEPM. Teste de Kruskal Wallis com pods-teste de Dunn.

Potassio Plasmatico

cDh EN LO AL
Grupos

Controle
Sham

Enalapril
Losartan

B000B0

Alisquereno

Controle diabético

Tabela 01 — Valores médios de glicemia pds-indu¢do do DM, glicemia final e andlise
bioquimica (uréia, sédio e potassio plasmaticos), apresentados pelos animais dos grupos C
(controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril),

LO (losartan) e AL

(alisquereno).
C S CD EN LO AL
Glicemia Pos- 9733+4,624 | 102,4+2,810 | 453,977 +4760 | 545477775 | 481,57C7 | 5193 TS £ 46,4
induc¢io (mg/dL) +27,10 +58,65
Glicemia Final 98,83 +4,126 | 109,742,706 | 483,1  C 7 5+3974 | 5447 7C7S | 54387C | 4184 545785
(mg/dL) + 24,96 8 126,65
Uréia Plasmatica 104,0 ¢S 122,5 ¢S 88,50 €S
(mg/dL) 49.17+3,603 | 42,96 +2,737 88,35 © 423,10 +9,748 +25.27 + 8,441
Sodio Plasmatico 1422 + 141,6 + 1433+ 147,3 139,3 139,3
(mEq/L) 0,9379 1,458 1,244 +0,5154 +2,388 + 1,797
Potassio 6,056 + 6,780 + 0,2144 6,633 + 0,3644 6,320 + 0,3355 6,396 8,210 + 0,5070
Plasmatico 0,3742 +0,2234
(mEq/L)

Fonte: O Autor (2015).

Os valores sao expressos como Média+tEPM. Teste de Kruskal Wallis com pds-teste de Dunn.
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4.3 Analise Histomorfométrica

A coloracdao das laminas de tecido renal com PAS (Figura 06) permitiu a avaliagdo
morfométrica dos parametros: areas do corpusculo renal, tufo glomerular, espaco capsular e
espessura da membrana basal. Ao analisar a Figura 07 observa-se que a area do corpusculo
renal foi maior nos animais do grupo CD quando comparados aos grupos C e S, uma
evidéncia de que os animais diabéticos apresentaram hipertrofia glomerular. O grupo EN
apresentou menor area do corpusculo renal quando comparado ao CD. Ja os grupos LO e AL
apresentaram maior area do corpusculo renal em relagdo ao grupo S e aos grupos C, S e EN,
respectivamente, no entanto ndo foram diferentes do grupo CD.

Em relagdo a andlise da area do tufo glomerular, percebe-se que o grupo CD apresentou
maior area do tufo glomerular quando comparado ao grupo S. O grupo EN apresentou menor
area do tufo glomerular em comparacdo ao grupo CD enquanto que no grupo AL, este
parametro foi maior do que nos grupos S ¢ EN, conforme evidenciado na Figura 08.

Quanto as areas dos espagos capsulares (Figura 09), nos animais dos grupos CD, EN,
LO e AL esta area foi maior que a apresentada pelos grupos C e S.

Ao analisar a espessura da membrana basal dos glomérulos, ndo foram observadas

diferengas significativas entre os grupos estudados (Figura 10).

Figura 06 — Corte histologico de rim corado com PAS

Fonte: O Autor (2015).
Membrana basal evidenciada pela cor magenta, o que possibilitou a realizag@o da analise histomorfométrica.
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Figura 07 — Graficos das areas dos corpusculos renais referentes aos animais dos grupos C
(controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL
(alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015).

Os valores sdo expressos como Média+tEPM. ***C: p<0,001 versus C; **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05 versus C; ***S:
p<0,001 versus S; **S: p<0,01 versus S; *S: p<0,05 versus S; **CD: p<0,01 versus CD; **EN: p<0,01 versus EN. Teste de
Tukey.

Figura 08 — Grafico das areas dos tufos glomerulares referentes aos animais dos grupos C
(controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL
(alisquereno). )
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Fonte: O Autor (2015).

Os valores sdo expressos como Média+tEPM. *S: p<0,05 versus S; *CD: p<0,05 versus CD; *EN: p<0,05 versus EN. Teste
de Tukey.
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Figura 09 — Grafico das areas dos espagos capsulares referentes aos animais dos grupos C
(controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL
(alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015).
Os valores sao expressos como Média+tEPM. ***C: p<0,001 versus C; ***S: p<0,001 versus S. Teste de Tukey.

Figura 10 - Gréfico da espessura das membranas basais referentes aos animais dos grupos C
(controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL
(alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015).
Os valores sdo expressos como Média +EPM. Teste de Tukey.

4.4 Relagao Peso do Rim/Peso do corpo

Ao analisar o peso do rim/peso do corpo, nota-se que todos os grupos de animais
diabéticos CD, EN, LO (com excec¢do do alisquereno) apresentam aumento neste parametro

quando comparados aos animais ndo diabéticos (Figura 11; Tabela 02).
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Figura 11 - Grafico das médias da relagdo entre peso do rim e peso do corpo referentes aos
animais dos grupos C (controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO

(losartan) e AL (alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015).

*E*C
*hkG

LO

AL

Controle

E3 Sham

[ Controle diabético
3 Enalapril

3 Losartan

Bl Alisquereno

Os valores sdo expressos como Média+tEPM. ***C: p<0,001 versus C; **C: p<0,01 versus C; *C: p< 0,05 versus C; ***S:
p<0,001 versus S; **S: p<0,01 versus S; *S: p<0,05 versus S. Teste de Tukey.

4.5 Colageno Cortical

A coloragdo das laminas de tecido renal com Picrosirius Red (Figura 12) permitiu a

avaliagdo da porcentagem de coldgeno cortical renal de cada grupo estudado. Os animais

diabéticos dos grupos CD e EN apresentaram aumento de colageno cortical em relacdo aos

grupos C e S, e somente ao grupo S, respectivamente. Ja os grupos LO e AL mostraram

reducdo da porcentagem de colageno cortical (Figura 13; Tabela 02).

Figura 12 — Corte histolégico de rim corado com Picrosirius Red.

Fonte: O Autor (2015).

Fibras colagenas evidenciadas pela coloragdo avermelhada, o que possibilitou a analise da porcentagem de colageno ao
transformar em imagem binaria utilizando o Software Image J (1.4).
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Figura 13 - Grafico da porcentagem de coldgeno cortical dos animais dos grupos C

(controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL
(alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015).

Os valores sdo expressos como MédiatEPM. *C: p<0,05 versus C; **S: p<0,01 versus S; *S: p<0,05 versus S. Teste de
Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn.

Tabela 02 — Valores da relagdo entre peso do rim e peso do corpo e porcentagem de colageno

cortical dos animais dos grupos C (controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN
(enalapril), LO (losartan) e AL (alisquereno).

Valores médios C S CD EM LO AL
Relacio Peso do 0,006086 < | 0,007054 "¢
*C *S **S ***S
Rim/Peso do Corpo 0,003243 0,003303 0,005508 0,005041
P +0,0001122 +0,0001599 +0,0006519 +0,0005573 | £0,0007440 | +0,0005387
Colageno Cortical 6,118 7% 5,569 ° 3,736 4514
2,934 £ 0,2435 2,418 £0,1870 +0,4609 +0,6164 +0,9788 +0,5858

Fonte: O Autor (2015).

Os valores sao expressos como Média +EPM. Teste de Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn para Colageno cortical.
Teste de Tukey para Relagdo Peso do Rim/Peso do Corpo.

4.6 Func¢ao Renal

Os animais dos grupos CD, EN, LO e AL apresentaram TFG menor que a dos animais

C e S. Apesar de ndo existir diferengas significativas entre os grupos de diabéticos, percebe-se

uma tendéncia a preservacao da fungdo renal nos animais do grupo AL quando comparados
aos grupos EN (Figura 14; Tabela 03).

A dosagem de EUA mostrou que os animais diabéticos do grupo CD apresentaram

maior perda de albumina urinaria quando comparados aos dos grupos C e S, assim como 0s

animais do grupo AL (Figura 15; Tabela 03). Percebe-se que os tratamentos com EN e LO

resultaram em reducdo da excre¢do de albumina urindria.
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Figura 14 — Grafico da TFG apresentada pelos animais dos grupos C (controle); S (Sham);
CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL (alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015).
Os valores sdo expressos como Média+tEPM. ***C: p<0,001 versus C; ***S: p<0,001 versus S. Teste de Kruskal Wallis com

pos-teste de Dunn.

Figura 15 — Grafico da EUA apresentada pelos animais dos grupos C (controle); S (Sham);
CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL (alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015).
Os valores sdo expressos como Média £EPM. *C: p<0,05 versus C, **S: p<0,01 versus S, *S: p<0,05 versus S. Teste de

Tukey.
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Tabela 03 — Valores da TFG e EUA apresentada pelos animais dos grupos C (controle); S
(Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO (losartan) e AL (alisquereno).

Valores médios C S CD EN LO AL
Taxa de Filtracio 2,368 = 0,2173 2,473+ 0,1701 | 0,5880 "7 [ 0,4759 777 10,5306 ¢ [ 0,8122 7
Glomerular(mL/min) +0,08476 +0,08569 s +0,1039
+0,1173
Excrecio Urinaria de 9,067 + 2,828 3,850 + 0,9262 65,90 €% 31,25+7,071 36,30 51,50 €7
Albumina +14,46 +9,891 + 15,80

Fonte: O Autor (2015).
Os valores sdo expressos como Média +EPM. Teste de Kruskal Wallis com pds-teste de Dunn para Taxa de Filtragdo
Glomerular. Teste de Tukey para Excre¢éo Urinaria de Albumina.

4.7 Quantificacio de Mastdcitos

A coloracao das laminas de tecido renal com Azul de Toluidina permitiu a quantificagdo

de mastdcitos integros e degranulados (Figura 16) presentes no rim dos animais estudados.

Ao analisar a quantificagdo de mastdcitos (integros, degranulados e totais) por area de sec¢ao

renal, nota-se consideravel aumento destas células nos grupos de animais diabéticos (CD, EN

e LO) quando comparados aos grupos C e S. Comparando o grupo AL aos outros grupos

diabéticos (CD, EN e LO) observa-se significativa diminuicdo de mastdcitos integros,

degranulados e totais, aproximando-o dos animais ndo diabéticos (C e S) (Figuras 17, 18 e

19; Tabela 04).

Figura 16 — Corte histologico de rim corado com Azul de Toluidina.

Fonte: O Autor (2015).
A: Mastocito integro presente no intersticio renal. B: Mastdcito desgranulado presente no intersticio renal. Imagens de
microscopio de luz, aumento 1000x. Note a caracteristica metacromatica dos granulos desta célula.




34

Figura 17 - Grafico da quantificagdo de mastocitos integros por area de sec¢do renal total dos
animais dos grupos C (controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO
(losartan) e AL (alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015).

Os valores s@o expressos como MédiatEPM. ***C: p<0,001 versus C; *C: p<0,005 versus C; ***S: p<0,001 versus S; **S:
p<0,01 versus S; *S: p<0,05 versus S; **EN: p<0,01 versus EN; **LO: p<0,01 versus LO; *CD: p<0,05 versus CD. Teste
de Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn.

Figura 18 - Gréfico da quantificagdo de mastocitos degranulados por drea de sec¢do renal
total dos animais dos grupos C (controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril),
LO (losartan) e AL (alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015)

Os valores sdo expressos como MédiaEPM. ***C: p<0,001 versus C; **C: p<0,01 versus C; *C: p<0,05 versus C; ***S:
p<0,001 versus S; **S: p<0,01 versus S; *CD: p<0,05 versus CD; **EN: p<0,01 versus EN; **LO: p<0,01 versus LO;.
Teste de Kruskal Wallis com pods-teste de Dunn.
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Figura 19 - Gréfico da quantificacdo de mastocitos totais por area de seccdo renal total dos
animais dos grupos C (controle); S (Sham); CD (controle diabético); EN (enalapril), LO
(losartan) e AL (alisquereno).
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Fonte: O Autor (2015)
Os valores sdo expressos como MédiatEPM. ***C: p<0,001 versus C; ***S: p<0,001 versus S; ***CD: p<0,001 versus CD;
***EN: p<0,001 versus EN; ***LO: p<0,001 versus LO;. Teste de Kruskal Wallis com pds-teste de Dunn.

Tabela 04 — Tabela da quantificagdo de mastocitos integros, degranulados e totais por area de
seccdo renal total dos animais dos grupos C (controle); S (Sham); CD (controle diabético);
EN (enalapril), LO (losartan) e AL (alisquereno).

Valores médios C S CD EN LO AL
Mastocitos
Integros por Area | | 287+ 02381 | 1,550+ 0,1597 65,50 ¢S 85,48™7C ™S 95,64°CTS | 9 20 "D MEN L
de Seccao Renal + 13,44 + 14,40 + 15,36 + 1,578
Mastocitos 1.576 "CD **EN **L(
Degranulados por 0,4515 0,6794 31,70 ¢S 42,49 TCTIS | g7 58 THCHS + 0,4867
Area de Seccao +0,1171 +0,05874 + 13,47 + 9791 + 13,03
Renal
Mastdcitos Totais sanc wanc wanC o
por Area de 2,059+0,5564 | 2,2330+0,1869 | 1000£27:A43 T | 115,60£26,75 0 143,227,601 9,199£1,767

Seccao Renal

Fonte: O Autor (2015).
Os valores sao expressos como Média+tEPM. Teste de Kruskal Wallis com pds-teste de Dunn.
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5 DISCUSSAO

Apesar de inimeros trabalhos na literatura utilizarem a estreptozotocina (STZ) como
indutor de DM1, neste estudo optou-se pela aloxana, droga que promove a destruicdo das
células beta pancredticas, constituindo-se um modelo de indugo bastante satisfatorio (sucesso
de 90%) que resultou em niveis glicémicos maiores que 400mg/dL, permitindo a instalacao de
uma lesdo renal diabética inicial.

Além da hiperglicemia, foram constatadas poliaria, polidipsia e perda de peso (embora
ndo-quantificadas), que sdo sinais classicos do quadro de DM. Em relacdo ao débito urinario,
notou-se que todos os grupos de animais diabéticos (CD, EN, LO e AL) apresentaram
aumento consideravel neste parametro quando comparados aos animais ndo-diabéticos.
Quanto aos grupos C e S, vale ressaltar que ndo houve diferencas significativas entre eles,
para cada um dos parametros analisados, evidenciando que as alteragdes encontradas foram
decorrentes do proprio quadro de diabetes e dos respectivos tratamentos € ndo do estresse
possivelmente causado pela manipula¢do dos animais.

Dados da literatura asseguram que a glomerulopatia diabética ¢ caracterizada pelo
acimulo de matriz extracelular (MEC), sintese de membrana basal glomerular (MBG) e
matriz mesangial, particularmente coldgeno, também significativamente aumentado
(BROWNLEE, SPIRO, 1979). Neste estudo, avaliando-se a porcentagem de colageno em
todo o cortex renal, e ndo somente glomerular, foi constatado que os animais diabéticos dos
grupos CD e EN, apresentaram maior expressao de coldgeno que os animais nao-diabéticos
dos grupos C e S, enquanto que nos grupos LO e AL esta porcentagem foi menor, reforgando
assim, a instalacdo da lesdo através da substituicao do parénquima renal por tecido cicatricial.
Alguns trabalhos mostraram ainda, que além do aumento da sintese de coldgeno, existem
evidéncias da reducdo de sua degradagdo (ZIYADEH et al., 2000), o que poderia resultar em
aumento do didmetro glomerular.

A éarea do tufo glomerular e espago capsular foram maiores nos animais diabéticos
quando comparados aos animais C e S. O tratamento com EN foi responsavel por conter esse
aumento em comparagdo tanto ao grupo CD quanto ao grupo AL. Provavelmente a reduzida
producdo de Ang II, resultante da inibicdo de ECA, deve ter restringido a expansdo do tufo
glomerular, uma vez que estudos com cultura de células mesangiais constataram que a alta
concentragdo de glicose estimulou a atividade de renina intracelular e a geracdo de Ang II,
promovendo o crescimento celular, proliferacio da MEC e inibindo a sua degradagdo

(VIDOTTI et al., 2004), o que resultaria em aumento ndo s6 do tufo glomerular em si, mas do
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corpusculo renal como um todo. Além disso, a inibicdo da ECA foi mais efetiva que o
antagonismo de receptores AT 1 e a inibi¢ao direta de renina para este parametro. Tem sido
sugerido que alteragdes hipertroficas presentes em rins diabéticos possam preceder as
alteracdes funcionais. Alguns autores atribuem essas alteragdes hipertroficas ao estimulo
aumentado de fatores de crescimento como IGF (BACH et al., 2000). Apesar do EN ter
contido a expansdo corpuscular renal, ele ndo foi efetivo em reduzir a porcentagem de
coldgeno cortical, ou seja, a droga em questdo pode ter minimizado o conteudo glomerular de
coldgeno, mas ndo o fez em outras regides renais.

As hipertrofias renal e glomerular sdo alteracdes frequentemente observadas em fases
iniciais do DM (WOLF; ZIYADEH, 1999). Pode-se observar, inclusive, que os animais
diabéticos, com exce¢do do grupo AL, apresentaram maior relagdo entre o peso do rim e o
peso do corpo quando comparados aos ndo-diabéticos, caracterizando a hipertrofia renal. Vale
relembrar que os grupos CD e EN também apresentaram a maior porcentagem de coldgeno
cortical.

SHAO e colaboradores (2008) utilizando modelo de animais diabéticos induzidos por
STZ verificaram que a administragdo cronica de Ang (1-7) resultou em aceleragdo da
progressdao da ND, embora esta substincia tenha sido relacionada a efeitos opostos aos
mediados pela Ang II. A ativagdo da via ndo-classica do SRA poderia explicar, pelo menos
em parte, o aumento de coladgeno cortical e consequente prejuizo da fung@o renal dos animais
diabéticos mesmo ap6s o bloqueio do SRAA com as drogas iECA e BRA.

A integridade da barreira de filtracdo depende das trés camadas que a compde: o
endotélio vascular, a MBG e a camada de podocitos. O diafragma podocitario ¢ a estrutura
mais complexa e parece ter o papel mais importante na filtracdo glomerular (HARALDSSON,
NISTROM, DEEN, 2008). Com relagdo a espessura da membrana basal, ndo houve
diferencas significativas entre os grupos estudados, mostrando que o diabetes e os tratamentos
ndo interferiram neste parametro, nas condi¢des desse estudo e no tempo de diabetes a que os
animais foram expostos. Sabe-se que o glicosaminoglicano, componente ndo-colageno da
MBG, contribui com 90% do total de carboidratos desta membrana. O principal
glicosaminoglicano ¢ o sulfato de heparan, que juntamente com o acido sidlico, contribui para
a eletronegatividade da parede do capilar glomerular e consequentemente para a seletividade
da barreira de filtragdo dependente da carga (KANWAR et al., 1983). Em estudos de DM1
humano e experimental foi constatada menor sintese de sulfato de heparan e no contetido de
glicosaminoglicano total, tanto no glomérulo quanto na MBG, além de redug¢do do &cido

sidlico, alteracdes que ocorrem em paralelo ao aumento de colageno na MBG
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(SHIMOMURA, SPIRO, 1987). No entanto, as alteracdes na sintese e/ou degradagdo de
componentes da membrana basal, neste modelo, podem nao ter resultado em modificagdes na
sua espessura até o estagio da doencga analisado.

Sabe-se que os poddcitos constituem alvo importante de lesdo mediada pela Ang II e
que a perda podocitaria estd presente em muitas glomerulopatias, como ¢ o caso da ND
(CAMPBELL, RAIJ, MUNDEL, 2011). No entanto, alteragdes em qualquer um dos
componentes da barreira glomerular pode originar proteintria glomerular, fazendo com que
haja uma maior passagem de albumina e proteinas de alto peso molecular através da barreira
de filtracdo (D’AMICO, BAZZI, 2003). De fato, constatou-se que a EUA estava aumentada
nos grupos diabéticos, principalmente em CD e AL, quando comparados aos ndo-diabéticos,
enquanto que o EN e LO reduziram esta perda. O efeito antiproteinurico de iECA e BRA, os
fazem drogas de primeira escolha para pacientes hipertensos, diabéticos com ND,
promovendo a reducdo da proteinuria e prevenindo a progressdo da nefropatia (KEANE &
LYLE, 2003; HOOGWERF, 2010; SHLIPAK, 2010; KOBORI et al., 2013).

No entanto, de acordo com a literatura, a aldosterona pode produzir lesdo renal através
de efeitos hemodindmicos como a vasoconstricdo, ¢ ndo hemodindmicos como a disfunc¢do
endotelial e aumento de fatores pro-ateroesclerdticos. Um fator que pode limitar o efeito
benéfico dos farmacos IECA e BRA ¢ o “escape de aldosterona”, caracterizado pelo aumento
deste mineralocorticoide apds o uso continuo de bloqueadores do SRAA por dois ou trés
meses. Com o objetivo de se opor a este mecanismo, ha os antagonistas de aldosterona, como
a Espironolactona e a Epleronona (SCHJOEDT, 2011). Em revisdo sistematica da literatura,
SAPUNAR et al., (2013) relatam que a Espironolactona mostra-se eficiente diminuindo a
albuminuria em pacientes diabéticos, no entanto, em relagdo a funcao renal, este farmaco nao
apresenta efeitos protetores, ¢ sim, leve diminuicdo na funcdo renal. Enquanto que a
Epleronona nao apresenta resultados conclusivos para nenhuma destas varidveis. De qualquer
maneira, os inibidores de aldosterona nao foram utilizados nesse estudo.

Verificou-se também que os animais diabéticos dos grupos CD, EN, LO e AL
apresentaram TFG menor que a dos animais C e S, mostrando que o quadro de DM
comprometeu a func¢do renal desses animais. A hipertrofia e hiperfiltracdo glomerulares, ja
comentadas, além do aumentado Fluxo Plasmatico Renal, sdo eventos relatados nos estagios
iniciais do DM em humanos e, logo apds a indugdo, em animais experimentais (VORA,
ANDERSON, BRENNER, 1994; WOLF, ZIYADEH, 1999). Apesar disso, o aumento da
pressdo intraglomerular, pelo estresse mecanico, pode danificar o endotélio, alterar a estrutura

normal da barreira de filtracao e, eventualmente, resultar em aumento da MEC. Ha evidéncias
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de que essas altera¢des glomerulares estejam envolvidas no desenvolvimento e progressao da
ND (ZATZ et al., 1985; ZATZ et al., 1986), que resulta em perda progressiva de fungdo renal.
Neste estudo, a TFG foi verificada 90 dias ap6s a inducdo do DM e, provavelmente, devido
ao tempo da doenga, encontrava-se em fase de declinio.

Embora, ndo tenham sido identificadas diferengas significativas entre os grupos de
diabéticos, percebeu-se uma tendéncia a preserva¢do de fun¢do renal nos animais do grupo
AL quando comparados aos demais grupos diabéticos. Os farmacos que atuam no SRAA tém
mais efeitos benéficos sobre a fungdo renal de pacientes com DM do que outros anti-
hipertensivos (BARNETT, 2004). Em estudo recente, avaliou-se a classe dos inibidores
diretos de renina, como o alisquereno, no tratamento da ND, cujo uso associado com BRA,
foi responsavel por uma maior redu¢do da albumintria do que o uso isolado desses
medicamentos em pacientes com DM (PARVING et al., 2008). Entretanto, foi observado que
a associacdo de alisquereno com losartan aparentemente possui um efeito antiproteindrico
benéfico semelhante nos diversos estagios de doenga renal, porém com maior hipercalemia
quando a TFG ¢ < 60 ml/ min (BODDANA et al., 2009; PERSSON et al., 2010). Alids, um
dos efeitos colaterais do tratamento com alisquereno encontrado neste estudo foi a tendéncia a
hipercalemia, quando comparado as outras drogas. Além disso, todos os animais diabéticos
apresentaram aumento de uréia plasmadtica, quando comparados aos nao-diabéticos,
reforcando o comprometimento renal nesses animais. Também foram realizadas as dosagens
plasmaticas de sodio, para as quais ndo houve alteracdes significativas entre os grupos
estudados.

Os dados obtidos com o tratamento com LO sugerem que a estimulagcdo de receptores
AT1 participa, a0 menos parcialmente, da instalagdo das alteragdes renais relacionadas ao
diabetes (no aumento da area do corpusculo renal, tufo glomerular e EUA). Contudo, o
tratamento com AL ndo reverteu as alteragdes associadas ao diabetes, o que contrasta com a
sugestdo anterior da participacdo de receptores AT1. Essa discrepancia pode ser resultado de
uma inibicdo incompleta da renina, de maneira que haja quantidades suficientes de Al
disponiveis para geragdo de Ang II, a qual induziria os efeitos deletérios via estimulacdo de
AT1. Corroborando com essa hipotese, os efeitos do AL sobre a TFG evidenciaram uma
tendéncia em aumentar esse parametro (ou minimizar a perda de fun¢do), o que pode ser
explicado pela agdo vasoconstritora preferencial da Ang II na arteriola eferente, aumentando
assim o gradiente de pressdo e a TFG. De fato, esperar-se-ia que tratamentos que diminuissem

a estimulacdo de AT1 e/ou a geragdo de Ang II causassem reducao da TFG, como observado
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apos o tratamento com o LO e EN. Cabe salientar que essa hipdtese, apesar de explicar o
conjunto de dados, ainda permanece por ser testada.

Com relagdo a quantificacdo de mastdcitos no parénquima renal, observou-se que tanto
células integras quanto degranuladas e totais, por area de seccdo renal, estavam aumentadas
nos animais diabéticos (CD, EN e LO) quando comparados aos animais dos grupos C e S, o
que evidencia uma possivel atuacdo destas células na fisiopatogenia da ND, provavelmente
através de um processo inflamatorio local e desenvolvimento de fibrose. No entanto, os
animais diabéticos do grupo AL apresentaram niimero de mastdcitos integros, degranulados e
totais mais proximo ao dos grupos C e S. Estas evidéncias sugerem uma possivel influéncia
do tratamento com alisquereno no padrdo inflamatério da ND e, possivelmente, melhor
prognostico no que tange a participacdo dos mastocitos no desenvolvimento desta patologia.

ZHENG et al., (2012) avaliaram oitenta pacientes em diferentes estagios da ND e
verificaram que, com a progressao da doenca, ocorre um aumento do numero de mastocitos e
do nivel de degranulacdo dessas cé¢lulas. Esses achados estavam significativamente
correlacionados com a injuria tubulointersticial. Os autores verificaram ainda a expressdao
imuno-histoquimica de triptase, quimase, renina, TGF-f1 e TNF-a, mediadores inflamatorios
liberados por mastdcitos degranulados, sugerindo que tais células poderiam promover
inflamacao renal e fibrose, e assim, contribuirem para o quadro de ND.

Células mesangiais e de musculo liso das arteriolas glomerulares expressam receptores
para renina (NGUYEN et al., 2002). A ligacdo da renina a seus receptores desencadeia
ativagdo de MAP quinases (ERK1 e ERK2) que culmina, dentre outras coisas, com amentos
na sintese de TGF-B1 (fator de transformagdo do crescimento-1) e de colageno (HUANG et
al., 2006). E importante ressaltar que ambos os efeitos sdo independentes da formagio de Ang
IT (Huang et al., 2006), sugerindo, portanto, uma acao direta da renina, via receptor de renina,
na deposi¢ao de fibras de colageno na MEC, bem como na produgdo renal de TGF-B1. Ainda,
a literatura relata que o TGF-B1 ¢ um dos mais potentes quimioatratores para mastocitos
(GRUBER; MARCHESE; KEW; 1994). Apesar do tratamento com alisquereno ndo ser capaz
de bloquear a ativacao da via das MAP quinases (FELDT et al., 2008) induzida por renina, o
mesmo se mostrou efetivo em reverter completamente o aumento na expressao de TGF-B1 em
animais que superexpressam renina (KAVVADAS et al., 2013). Dessa forma, alteracdes nos
niveis de TGF-B1 induzidas pelo tratamento com alisquereno poderiam explicar a diminui¢ao
na densidade mastocitaria associada a esse inibidor de renina, bem como parte de seu efeito
antifibrotico. O fato da Ang II ser capaz de inibir a sintese e secre¢do de renina pelo aparelho

justaglomerular, via estimulagdo de receptores AT1 (KURTZ; WAGNER; 1999), poderia
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explicar o porqué do tratamento com LO ndo ter sido associado com diminui¢des na
densidade mastocitaria. De fato, o bloqueio de receptores AT1 presumivelmente elevaria os
niveis de renina, a qual induziria maior liberacio de TGF-Bl pelos rins mantendo a
quimiotaxia mastocitaria, a despeito dos efeitos benéfico do tratamento com LO na ND. O
mesmo raciocinio pode ser utilizado para o tratamento com o iECA.

A hipotese para explicar os efeitos do tratamento com AL sobre a densidade
mastocitaria pode parecer contraditoria aquela aventada para TFG, contudo cabe ressaltar que
a mesma considera efeitos independentes de receptores AT1 e da formagdo de Ang II para
ativagdo mastocitaria, representando fenomenos distintos, isto ¢, formac¢ao de TGF-beta 1, de
forma ATI independente.

Ainda ha poucas evidéncias cientificas sobre a fun¢do dos mastocitos na doenca renal,
porém alguns estudos sugerem uma possivel atuacdo fibrética destas células. Em estudo
experimental com ratos, apo6s nefrectomia 5/6, mastocitos foram localizados
predominantemente nas regides de fibrose peritubular, correlacionando-se positivamente com
fibrose intersticial e negativamente com a fun¢@o renal dos animais estudados (RANGAN,

2003; HARM PETER, 2007).
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6 CONCLUSAO

Constatou-se que o tratamento com bloqueadores do SRAA reduz (AL) o numero de
mastocitos no parénquima renal de animais diabéticos, sugerindo que estas células possam
estar envolvidas na fisiopatologia da ND. Além disso, preserva, ao menos parcialmente, a
funcdo renal (AL) e diminui a EUA (EN e LO), possivelmente por minimizarem determinadas
mudangas estruturais glomerulares induzidas pelo diabetes, como area de corpusculo renal e
area de tufo glomerular (EN).

Com relacdo aos demais parametros analisados, espessura da membrana basal, area do

espaco capsular e porcentagem de colageno cortical, ndo foram observadas diferengas.
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