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RESUMO

Os mastécitos apresentam agdes antifibréticas e pro-fibréticas e parecem contribuir
para o desenvolvimento da nefropatia diabética (ND). Apesar de existirem dados na literatura
sobre o papel de alguns mediadores mastocitdrios na patogénese da ND, pouco € conhecido
sobre os mecanismos celulares envolvidos no processo, em especial daqueles relativos a
deposicao renal de fibras de coldgeno do tipo I e III. Assim, avaliamos o efeito do tratamento
com cromoglicato dissédico (CR), droga que inibe a desgranulacdo mastocitdria, sobre
parametros morfofuncionais de rins de animais portadores de diabetes mellitus experimental,
induzido pela administracdo de aloxana (50 mg/kg, i.v.). Animais controles ou diabéticos
(glicemia >200 mg/dl) foram tratados ou ndo com CR (50 mg/kg/dia, i.p., do 7° dias apds a
inducdo até o 95° dia). No 90° dia, a excrecdo urindria de albumina (EUA) e a taxa de
filtracdo glomerular (TFG) foram avaliadas. No 95° dia de experimento, apds a afericdo da
pressao arterial sistdlica (PAS), os animais foram anestesiados e eutanasiados para a coleta e
processamento dos rins. Sec¢des do tecido renal foram submetidas a andlises morfologicas
(laminas coradas com azul de toluidina ou vermelho de picrossirius) ou de imuno-
histoquimicas para detec¢do de a-actina de musculo liso (a-SMA) e antigeno nuclear de
proliferagdo celular (PCNA). O DM aumentou a densidade e atividade mastocitaria renal, a
area do corptsculo renal, a drea do tufo glomerular, o peso relativo do rim, a deposicao renal
de fibras de colageno do tipo III e a soma do coldgeno do tipo I com o do tipo III, a EUA, e a
expressao de PCNA tubulo-intersticial, mas diminuiu a TFG e ndo alterou a expressao renal
de a-SMA, tdo pouco a PAS. O tratamento com CR reverteu parcialmente as alteracdes
observadas na densidade e atividade mastocitdria, na drea do corpuisculo renal, no peso
relativo do rim, na deposi¢do de fibras de colageno no parénquima renal e na TFG. A érea do
tufo glomerular e a expressao de PCNA foram normalizadas pelo tratamento com CR,
enquanto a EUA, a PAS e a expressdao de a-SMA ndo forma modificadas. Esses dados
sugerem que os aumentos na densidade e atividade mastocitdrias renais contribuem para a
deposicao de coldgeno tubulo-intersticial nos estagios iniciais da ND, mesmo na auséncia de
alteracOes na populagdo renal de miofibroblastos. O tratamento com CR evidenciou efeitos
renoprotetores que parecem estar relacionados a sua agdo inibitéria sobre a desgranulagcao

mastocitdria, bem como a sua capacidade de prevenir alteragdes morfofuncionais deletérias.

Palavras-chave: Miofibroblastos. a-actina de musculo liso. Taxa de filtracdo glomerular.

Cromoglicato dissédico. Hipertrofia glomerular.



ABSTRACT

Mast cells have antifibrotic and pro-fibrotic actions and appear to contribute to the
development of diabetic nephropathy (DN). Despite the role of some possible mast cell
mediators in the pathogenesis of DN has been proposed, little is known about the cellular
mechanisms involved in the process, mainly those concerning type I and III collagen
deposition in the renal parenchyma. Therefore, we evaluated the effect of disodium
cromoglycate (CG) treatment, a drug that inhibits mast cell degranulation, on the
morphofunctional parameters of kidneys from rats with experimental diabetes mellitus (DM)
induced by the administration of alloxan (50 mg/kg, i.v.). Control or diabetic animals (blood
glucose> 200 mg/dl) were treated or not with CR (50 mg/kg/day, i.p., from the 70 day after
DM induction until 95" day). Urinary albumin excretion (UAE) and glomerular filtration rate
(GFR) were assessed on the 90™ day. After systolic blood pressure (SBP) measurement,
kidneys were collected from anesthetized animals on the 95" day. Kidney slides stained with
toluidine blue or picrosirius red were subjected to morphological analysis or
immunohistochemistry to detect a-smooth muscle actin (a-SMA) or proliferating cell nuclear
antigen (PCNA). Renal mast cell density and activity, renal corpuscle and tuft glomerular
area, kidney weight/body weight ratio, renal interstitial collagen deposition (type III, and the
sum of type I with type III collagen), UAE, and tubulointerstitial PCNA expression were
increased in diabetic animals. Despite DM decreased GFR, neither renal a-SMA expression
nor SBP were altered by the disease. The alteration in renal mast cell density and activity,
renal corpuscle area, kidney weight/body weight ratio, renal interstitial collagen deposition
and GFR were partially reversed by CG treatment. Glomerular tuft area and tubulointerstitial
PCNA expression were normalized by CG treatment, while UAE, SBP and renal a-SMA
expression did not change. These data suggest that the increases in the density and activity of
mast cells within the kidney in the early stages of DN contribute to tubulointerstitial collagen
deposition even in the absence of alterations in the renal myofibroblast population. CG
treatment showed renoprotective effects in diabetic rats which appears to be related to its mast
cell stabilizing property and to its ability to prevent some detrimental morphofunctional

alterations.

Keywords: Myofibroblast. a-smooth muscle actin. Disodium cromoglycate. Glomerular

filtration rate. Glomerular hypertrophy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus

O termo “diabetes mellitus” (DM) refere-se a um grupo de doencas metabdlicas
caracterizada por hiperglicemia (i.e., aumento da concentracdo de glicose sanguinea),
resultante da deficiéncia na produ¢do de insulina e/ou na sua acdo (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). Atualmente, 463 milhdes de pessoas vivem com
diabetes, o que representa 9,3% da populacdo adulta com idade entre 20 e 79 anos; porém, se
as tendéncias atuais persistirem, estima-se que haverd 578 milhdes de adultos com diabetes
até 2030 e 700 milhdes em 2045 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).
No Brasil, cerca de 16,8 milhdes de pessoas vivem com essa doenga e nosso pais ocupa o 5°
lugar mundial em nimero de casos de diabetes, ficando atrds apenas da China, fndia, Estados
Unidos e Paquistao (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

O aumento da prevaléncia do diabetes estd associado a diversos fatores, tais como:
rapida urbanizagcdo, maior frequéncia de estilo de vida sedentdrio, maior frequéncia de
excesso de peso, crescimento e envelhecimento populacional e, também, a maior sobrevida
dos individuos com diabetes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

Segundo a American Diabetes Association (ADA), o DM pode ser classificado em
quatro categorias gerais, a saber: DM tipo 1, DM tipo 2, DM gestacional e tipos especificos de
diabetes devido a outras causas, por exemplo, diabetes monogénico, doencas do pancreas
exocrino e diabetes induzido por medicamentos ou produtos quimicos (ADA, 2020). No
entanto, os tipos de diabetes mais frequentes sdo o DM tipo 1, anteriormente conhecido como
diabetes juvenil, que compreende cerca de 5 a 10% do total de casos, e o DM tipo 2,
responsavel por 90% do total de casos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

O DM tipo 1 pode ser classificado em tipo 1A e tipo 1B. No DM tipo 1A, a destrui¢do
das células B-pancredticas € de etiologia autoimune e no DM tipo 1B a destrui¢do das células
B ndo tem causa conhecida (idiopético). A doenca pode ser diagnosticada em criangas,
adolescentes e, em alguns casos, adultos jovens, afetando igualmente homens e mulheres
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). Os sinais e sintomas incluem perda de
peso, aumento da sede (polidipsia) e da mic¢do (poliuria), fadiga, visdo turva, aumento da
fome (polifagia) e dificuldade na cicatrizacdo de feridas (ADA, 2012).

Ja o DM tipo 2 compreende uma deficiéncia relativa de insulina e resisténcia dos

tecidos periféricos a sua agdo (ADA, 2020). Em pelo menos 80 a 90% dos casos, associa-se



16

ao excesso de peso e a outros componentes da sindrome metabdlica (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

Ainda, sabe-se que o DM pode afetar diferentes 6rgaos/sistemas e, com o tempo, pode
levar ao surgimento de complicagdes graves, as quais sdo amplamente divididas em
microvasculares e macrovasculares (CHAWLA; CHAWLA; JAGGI, 2016). As complicacdes
microvasculares incluem danos no sistema nervoso (neuropatia), no sistema renal (nefropatia)
e no sistema ocular (retinopatia), enquanto as complicagdes macrovasculares consistem em
insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral e doenca arterial periférica
(PAPATHEODOROU et al., 2018).

Desse modo, o DM ¢ considerado uma doenca de elevada prevaléncia, morbidade e
mortalidade, constituindo-se em um dos maiores problemas de saide em nivel mundial.
Assim, ressalta-se a necessidade de revisOes das praticas dos servigos de saude publica, bem
como o desenvolvimento de novas estratégias eficazes para a prevencao, deteccdo e controle
do DM e suas complica¢des (PAPATHEODOROU et al., 2018; SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2019).

1.2 Nefropatia Diabética

Uma das complicacdes mais frequentes em pacientes com DM € a nefropatia diabética
(ND), a qual afeta de 25 a 35% dos pacientes com DM tipo 1 ou tipo 2. (TSCHIEDEL, 2014;
DONATE-CORREA et al., 2020; KHOURY; CHEN; ZIYADEH, 2020). A ND estd
associada a alteragcdes patoldgicas estruturais e funcionais que afetam todo o rim (glomérulo,
tibulos, vasculatura e intersticio), caracteriza-se por hiperfiltracio com niveis aumentados de
excrecdo urindria de albumina (EUA), progressivamente de microalbumindria a
macroalbuminuria, que sdo seguidas por um declinio progressivo da fung¢do renal
(FINEBERG; JANDELEIT-DAHM; COOPER, 2013; KHOURY; CHEN; ZIYADEH, 2020).
Assim, a ND pode ser dividida em cinco estigios principais, a saber: (I) hiperfiltracao,
caracterizada por aumento na taxa de filtragao glomerular (TFG) (elevagcdo do clearance da
creatinina) e normoalbuminuria; (II) estdgio silencioso, com TFG normal associada a
mudancgas estruturais significativas, incluindo espessamento da membrana basal e expansao
mesangial; (III) nefropatia incipiente ou microalbuminuria, com EUA entre 20-200 pg/min ou
30-300 mg/24 h e TFG reduzida, normal ou aumentada; (IV) macroalbuminuria, com EUA
superior a 200 pg/min ou 300 mg/24 h, e aparecimento de hipertensdo; (V) insuficiéncia

renal, caso em que os pacientes necessitam de didlise ou transplante (PAPADOPOULOU-


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glomerulus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vascularity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/interstitium
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MARKETOU; CHROUSOS; KANAKA-GANTENBEIN, 2017). A evolugdo progressiva
desses estagios € causada por alteracdes estruturais, inicialmente evidenciadas por actimulo
gradual da matriz extracelular (MEC) na membrana basal e mesingio glomerular e,
posteriormente, pela formacdo de ndédulos mesangiais (Kimmestiel-Wilson), com extensas
lesdes tubulo-intersticiais adicionais (GROSS et al., 2005; TSCHIEDEL, 2014; KHOURY:;
CHEN; ZIYADEH, 2020). Aumento na expressdo de marcadores de proliferacdo celular em
diferentes compartimentos, como no diafragma podocitdrio e células tdbulo-intersticiais,
também j4 foram relatados em rins de animais diabéticos (GROSS et al., 2003).

A compreensdo atual da patogénese da ND aponta o envolvimento de diversos fatores,
tais como: alteracdes hemodindmicas (que desencadeiam o aumento da pressdo sist€mica e
intraglomerular), alteracdes metabdlicas, estresse oxidativo, fibrose e a ativagdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (WOLF, 2004; DURVASULA; SHANKLAND,
2008).

O SRAA ¢ fundamental para o controle dinAmico da volemia e da resisténcia vascular
periférica, sendo regulado pelos niveis de renina. Em resposta a diminuicdo do volume
sanguineo renal, dentre outros fatores, a renina € liberada pelas células do aparelho
justaglomerular na circulacdo e converte o angiotensinogénio, liberado pelo figado, em
angiotensina I, a qual é posteriormente convertida em angiotensina II por meio da enzima
conversora de angiotensina (ECA), encontrada principalmente no endotélio vascular e plasma.
A hiperglicemia também causa a ativagdo do SRAA mediante a estimulacdo da producio e
secrecdo de renina pelos rins. A ativacdo desse sistema em pacientes com DM aumenta os
niveis de angiotensina II, peptideo que atua como um importante mediador das alteracdes
fisiopatologicas da ND (WOLF, 2004; DURVASULA; SHANKLAND, 2008). Nesse
contexto, a angiotensina Il promove contragdo vascular e estimula o sistema nervoso
autdbnomo simpatico, promovendo maior liberacio de noradrenalina, o que determina
vasoconstri¢do sist€mica e renal; como resultado da vasoconstri¢do da arteriola eferente ha
aumento na filtracao glomerular. A angiotensina II atua sobre mecanismos de proliferacao e
reparo celulares, na expansdo da MEC, gerando hipertrofia ou hiperplasia, inflamagdo e
fibrose tecidual (FERREIRA; ZANELLA, 2000; KAGAMI, 2012; LAVOZ et al., 2012).

Uma alteracao estrutural renal que guarda relagdo com a fibrose € o nivel de expressao
de a-actina de musculo liso (a-SMA) (FALKE et al., 2015). A actina € a principal proteina do
sistema de microfilamentos de células eucaridticas e estudos demonstram que a presenca de
a-SMA em rins adultos, em condi¢des de normalidade, esta restrita a regides peritubulares e a

musculatura lisa dos vasos (onde desempenha fungdo contrétil). Contudo, em condicdes
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patoldgicas, vdrias células renais podem apresentar modificagdes significativas em seus
fenotipos, passando a expressar a-SMA e tornando-se capazes de sintetizar mais coldgeno; no
contexto de doengas renais, um fendtipo de fibroblasto que expressa a-SMA merece destaque,
o miofibroblasto (JOHNSON et al., 1991; GONLUSEN et al., 2001; FALKE et al., 2015).
Nesse sentido, aumentos na expressao renal de a-SMA foram relatados em rins de animais
diabéticos ja no primeiro més apds a inducdo da doenca, uma fase bastante precoce da ND,
como sugere nao s6 o tempo apds indugdo, mas também a auséncia de microalbumintria nos
animais avaliados (LI; QU; BERTRAM; 2009). O aumento precoce na expressao de a-SMA
tdbulo-intersticial se associou a aumentos na expressdo de coldgeno do tipo IV nessa regido
(LL; QU; BERTRAM; 2009). Por outro lado, a elevacdo na expressao de coldgeno do tipo IV
na matriz mesangial ocorreu na auséncia de alteracdes na expressdo glomerular de a-SMA
(YOUNG et al., 1995). Cabe ressaltar que nem todos os estudos observaram aumentos na
expressdo glomerular de a-SMA um més apds a inducdo; alguns autores relatam alteracdes
muito precoces (trés dias apds a indugdo), com normalizacdio em um més (YOUNG et al.,
1995), e outros relatam alteragdes mais tardias (24 semanas) (MAKINO et al.,1996; LI; QU;
BERTRAM; 2009). O aumento tardio na expressdo de a-SMA € uma observacdo mais
consistente com a qual os autores concordam. De qualquer forma, a avaliagdo da expressao de
a-SMA em rins de portadores de DM certamente auxilia na compreensao da evolucao dos
eventos patologicos associados a ND e, associada a andlise do coldgeno tecidual, representa
uma ferramenta importante para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos nessa € em outras
doencas.

Trabalhos sugerem que a inflamagdo, juntamente com o estresse oxidativo e a fibrose,
sao fundamentais no surgimento e curso da ND. Ha relatos na literatura de que mondcitos,
macrofagos, linfécitos e mastocitos infiltram o tecido renal exposto ao ambiente
hiperglicémico (MORIYA et al., 2004; LIM; TESCH, 2012). Por conseguinte, existem varias
pesquisas em desenvolvimento com o intuito de investigar novas estratégicas terapéuticas
para o tratamento da ND tendo como alvo células do sistema imunoldgico (DONATE-
CORREA et al., 2020). Recentemente, nosso grupo de pesquisa (DE MORALIS et al., 2018)
avaliou as repercussdes do bloqueio farmacoldgico do SRAA (enalapril, losartan e
alisquireno) sobre parametros estruturais e funcionais de rins de ratos Wistar com DM tipo 1
induzido pela administracdo de aloxana. Na dependéncia do tratamento empregado, observou-
se, nos animais diabéticos, reducdo nas alteragdes estruturais glomerulares (enalapril, um
inibidor da ECA), melhora da fung¢ao renal (alisquireno, um inibidor de renina) e reducdo da

EUA (enalapril). Uma observacgao intrigante, e que guarda relacdo com células do sistema
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imunoldgico, foi o fato do DM se associar a um aumento significativo no numero de
mastdcitos no parénquima renal, o qual foi normalizado pelo tratamento com alisquireno. Tal
constatacdo sugere que possa haver alguma relacdo entre essas células e o SRAA na
orquestracdo da fisiopatologia da ND (DE MORAIS et al., 2018), algo que permanece por ser

elucidado.

1.3 Mastdcitos

Os mastdcitos sdo células multifuncionais importantes do sistema imunoldgico que se
originam de progenitores pluripotentes da medula 6ssea (AMIN, 2012; KRYSTEL-
WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016). Essas células circulam no sangue e migram
para os tecidos periféricos onde amadurecem sob a influéncia do fator de células-tronco (SCF
— Stem Cell Factor) e de vdrias citocinas do microambiente local, gerando o fendtipo de
mastécito maturo. Ainda, desempenham um papel importante na defesa do hospedeiro, na
inflamacdo e no reparo tecidual (ZIZI et al., 2011; REDEGELD et al., 2018). Cabe ressaltar
que estas células podem estar presentes em todo o corpo, incluindo rins e coracdo, e
participam ativamente nos processos de reparo e remodelamento em todos os tecidos
(KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016).

Morfologicamente, os mastdcitos sdo alongados quando presentes no tecido
conjuntivo, € quando isolados da cavidade peritoneal apresentam-se arredondados. Possuem
citoplasma repletos de granulos metacromdticos (50 a 200 granulos), os quais podem ser
corados com corantes basicos, como o azul de toluidina (YONG, 1997).

Os mastécitos também possuem a capacidade de sintetizar e liberar diversos
mediadores biologicamente ativos, que incluem fatores de crescimento, proteases,
leucotrienos, citocinas e quimiocinas (YONG, 1997; GALLI; NAKAE; TSAI 2005). Esses
mediadores sdo agrupados em: a) fatores pré-formados: histamina, heparina, f3-
hexosaminidase, proteoglicanos, proteases (quimase, triptase, carboxipeptidase A), algumas
interleucinas (IL-8 e IL-16), citocinas e fatores de crescimento, TNF-oa (Tumor Necrosis
Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor),
TGF-B (Transforming Growth Factor Beta); b) fatores neo-formados: mediadores
sintetizados logo apds a ativacdo mastocitaria, alguns sao derivados do metabolismo do acido
araquidonico, como a prostaglandina D,, leucotrienos (como por exemplo, leucotrieno C4 e
fator ativador de plaquetas) e tromboxano; c) fatores neo-sintetizados: destacam-se as

interleucinas IL-3, IL-4, IL-5 e IL-6, cuja sintese ocorre dentro de a 8-12 h apds a
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desgranulacdo (Figura 1) (YONG, 1997; GALLI; NAKAE; TSAI, 2005; DA SILVA;
JAMUR; OLIVER, 2014).

Figura 1- Mediadores sintetizados e liberados pelos mastdcitos.
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Fonte: Adaptado de HOLDSWORTH; SUMMERS, 2008.
Liberacdo de mediadores pré-formados, neo-formados e neo-sintetizados pelos mastdcitos quando ativados
(processo de desgranulacdo). Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF); Fator de Crescimento Endotelial

Vascular (VEGF); Fator de Necrose Tumoral (TNF); Fator de Transformacao do Crescimento (TGF).

A membrana dos mastdcitos apresenta receptores de alta afinidade para as moléculas
de imunoglobulina E (IgE) e sdo ativados quando ha ligacdo cruzada de antigenos com essa
imunoglobulina. Estimulos independentes dessa ligacdo também podem ocorrer, como é o
caso da ativagdo por neuropeptidios ou agentes fisicos (trauma mecanico, calor e frio), por
exemplo. Dessa maneira, os mastdcitos desgranulam quando ativados (Figura 2) e os fatores
pré-formadas sdo liberados no espago extracelular, seguidos pela liberagdo dos mediadores

neo-formados (BISPO-DA-SILVA et al., 2010; CRUVINEL et al., 2010).



Figura 2- Mastdcito em processo de desgranulacdo.

Fonte: ALBERT-BAYO et al., 2019.

Micrografias eletrOnicas representativas de mastocitos humanos de mucosa intestinal. Em (A), note um
mastdcito em repouso com granulos citoplasmadticos intactos, exibindo membrana plasmdtica regular. Em (B),
perceba um mastdcito ativado apresentando desgranulacio gradativa com perda de eletrodensidade intragranular

(seta preta). Aumento 12.000x.

Logo, a ampla variedade de mediadores liberados pelos mastécitos altera o
microambiente em que estdo e lhes permite desenvolver e modular diversos processos
fisiologicos e patologicos (KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016). Com
relacdo as funcdes fisiolégicas normais, os mastdcitos participam na regulacdo da
vasodilatacdo, homeostase vascular, bem como nas respostas imunes inatas e adaptativas,
porém, contribuem para a fisiopatologia de muitas doengas, incluindo alergia, asma,
disturbios gastrointestinais, doengas renais, doencas cardiovasculares e nas complicagdes do
diabetes (SHI; SHI, 2012; DEBRUIN et al., 2015; KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN;
WOOD, 2016).

1.3.1 Participagdo dos mastocitos no desenvolvimento da fibrose renal

A fibrose renal € caracterizada pela deposicdo excessiva de matriz extracelular,
principalmente de fibras de coldgeno, que remodela a citoarquitetura do tecido e prejudica a
funcdo dos rins (DJUDJAJ; BOOR, 2019). Um evento caracteristico visto em muitas
condic¢des fibréticas renais € o acimulo de mastdcitos, sugerindo que essas células possam

contribuir para o desenvolvimento da fibrose renal (HOLDSWORTH; SUMMERS, 2008).
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Nesse sentido, a triptase de mastdcitos parece ter um papel importante, uma vez que o nimero
de mastdcitos triptase-positivos nos rins correlacionou-se com o grau da fibrose; ainda, a
triptase mastocitaria estimulou a proliferacdo de fibroblastos in vitro, bem como a sintese de
coldgeno e fibronectina por essas células (KONDO et al., 2001). Ainda, vérios estudos
sugerem que os mastdcitos participam na instalacio de fibrose renal observada apds
amarracdo ureteral, um modelo experimental de doenca renal (VEERAPPAN et al., 2012;
SUMMERS et al., 2012; DE OLIVEIRA-SILVA et al., 2018). Apesar dessas observacdes
sugerirem fortemente que a libera¢do de mediadores pré-fibréticos pelos mastdcitos permite a
ativacdo e proliferacdo de fibroblastos e o desenvolvimento de fibrose em diversas patologias
renais, o assunto ainda € controverso. Kanasaki, Taduri e Koya (2013), em uma revisio sobre
o tema, ressaltaram que experimentos realizados com animais deficientes em mastocitos
sugerem um papel renoprotetor para essas células. De fato, Miyazawa e colaboradores (2004)
observaram, em animais deficientes em mastdcitos, um aumento na fibrose renal apds
nefrectomia unilateral, associado a niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias (IL-4 e
TGF-B1). Ainda, Bradding e Pejler (2018) ressaltam que os mastdcitos possuem tanto agdes
pro-fibréticas como antifibroticas (Figura 3). Esses autores sugerem que a dualidade na
atuacdo dos mastdcitos na instalacdo da fibrose depende do tempo e/ou frequéncia da injiria
tecidual: na vigéncia de estimulos breves, a acdo antifibrética prevaleceria, enquanto durante
estimulos crénicos ou repetitivos, a acdo pro-fibrética se expressaria (BRADDING; PEJLER,

2018).
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Figura 3- Acdes antifibréticas e pro-fibréticas dos mastdcitos e os possiveis mediadores envolvidos.
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Fonte: Adaptado de BRADDING; PEJLER, 2018.

Matriz Extracelular (MEC); Metaloproteinases da Matriz (MMPs); Angiotensina I (Ang I); Angiotensina II (Ang
II); Interleucina 4 (IL-4); Interleucina 3 (IL-13); Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-0); Fator de
Transformacdo do Crescimento Beta (TGF-p); Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF); Fator de
Crescimento do Tecido Conjuntivo (CTGF).

1.3.2 Participacdo dos mastocitos no desenvolvimento da nefropatia diabética

Em humanos sauddveis ou em portadores de ND, os mastécitos sdo encontrados no
cortex e na medula renal. Essas células estdo distribuidas difusamente no intersticio,
especialmente em regides peritubulares, perivasculares e periglomerulares (ZHENG et al.,
2012). Com a progressdo da doenga, observa-se um aumento no nivel de desgranulacdo
mastocitaria em rins de pacientes com ND, o que sugere o envolvimento de mediadores
mastocitarios, como TNF-0, TGF-B1, renina, quimase e triptase, no desenvolvimento dessa
condicdo (ZHENG et al., 2012). De fato, foi demostrado um aumento de TNF-a nos
glomérulos de portadores de ND associado a hipertrofia renal e microalbumindria
(KALANTARINIA; AWAD; SIRAGY, 2003). O papel prejudicial dessa citocina foi sugerido
pela observacdo de que a administracdo de infliximab, um anticorpo anti-TNF-a, diminuiu
significativamente a EUA (KALANTARINIA; AWAD; SIRAGY, 2003). Além disso, o
tratamento com um anticorpo anti-TGF-f reduziu a proteindria, inibiu a fibrose renal e
produziu efeitos renoprotetores em ratos com ND (BENIGNI et al., 2006). Foi demonstrado
que a desgranulacdo mastocitdria libera renina e que mastdcitos de rins de pacientes com ND

expressam essa protease (SILVER et al., 2004; ZHENG et al., 2012); essas observagdes
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aliadas ao fato de que a renina regula positivamente a expressao génica do TGF-B1 em células
mesangiais de rim de rato, independentemente da geracdo de angiotensina II, sugere que esse
mediador mastocitdrio possa contribuir duplamente para a progressdo da doenca (i.e, via
angiotensina Il e TGF-f1) (HUANG et al., 2007). Nesse sentido, o tratamento com
alisquireno atenuou acentuadamente o desenvolvimento da glomerulosclerose em um modelo
de ND avancada (KELLY et al.,, 2007). Zhang e colaboradores (2016) mostraram que a
inibicdo da quimase reduziu a EUA e a deposicao de componentes da MEC nos rins de ratos
diabéticos, efeitos que foram atribuidos a reducdo da expressao de VEGF e TGF-Bl1.
Utilizando um modelo experimental de DM em ratos Wistar, apds sete semanas de tratamento
com estabilizador de membrana de mastdcitos (cetotifeno), Khurana, Sharma e Budhiraja
(2011) relataram que o tratamento ndo produziu efeitos significativos sobre a expressao de
coldageno, mas que houve melhora significativa na fungdo renal.

Cabe ressaltar que apesar da maioria dos estudos realizados até o momento apontarem
os mastdcitos como células importantes no desenvolvimento da ND, existem dados
controversos sobre se 1sso requer ou ndo o aumento dessas células no parénquima renal.
Assim, Wasse e colaboradores (2012) relatam que os mastdcitos predominam no intersticio de
rins doentes e que sua quantidade se correlaciona com a gravidade de doencas tibulo-
intersticiais, incluindo ND. Ressaltam que o acimulo dessas células € inversamente
proporcional ao declinio da TFG e a progressdo da doencga renal. Aumentos na quantidade de
mastdcitos nos rins de animais e pacientes com DM também foram relatados por outros
autores (OKON; STACHURA, 2007; KHURANA; SHARMA; BUDHIRAIJA, 2011; ZHENG
et al., 2012; DE MORALIS et al., 2018). Por outro lado, Cristovan et al. (2012) e Zhang et al.

(2016) nao observaram alteracdes no nimero de mastocitos em rins de ratos com DM.

1.4 Cromoglicato dissédico

Constata-se que a desgranulacdo mastocitdria contribui para a fisiopatologia de
diversas doencgas, assim como para as complica¢gdes decorrentes do diabetes. Por conseguinte,
a estabilizacdo da membrana celular dos mastdcitos, e a consequente auséncia ou reducao da
liberacio de mediadores biologicamente ativos, pode levar a diminuicdo de efeitos
prejudiciais dessas células no organismo. Sao exemplos de inibidores farmacolégico da

desgranulacdo mastocitaria: nedocromil sédico, cetotifeno, pemirolaste de potdssio, tranilaste,
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olopatadina, cromoglicato dissédico (ou cromoglicato de so6dio) (CR), entre outros
(MOUNSEY; GRAY, 2016).

O CR ¢ uma substancia que atua inibindo a desgranulagdo mastocitdria. Tal efeito
ocorre pela capacidade que o CR possui de limitar o influxo de cédlcio na célula e pelo
bloqueio de canais de cloreto na membrana plasmética dos mastdcitos (LAW et al., 2011).
Além disso, em uma revisdo sobre o tema, Sinniah, Yazid e Flower (2017) relataram que o
CR possui vdrias outras agdes farmacoldgicas ndo relacionadas com a atividade mastocitdria,
as quais podem ser classificadas como anti-inflamatérias, a saber: inibicdo da ativagdo e
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares; ativacdo de macréfagos; acdo sob a taquicinina;
inibicdo da liberacdo de citocinas e eicosanoides, bem como reducdo na expressdo de
moléculas de adesdo. Contudo, considerando seu efeito primario sobre a atividade
mastocitdria, o CR torna-se uma ferramenta importante em estudos que avaliam a participacao

dos mastdcitos em diferentes condicdes patoldgicas.
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2 JUSTIFICATIVA

A controvérsia sobre o papel protetor ou deletério dos mastdcitos em doengas renais,
bem como aquela que envolve o aumento da densidade mastocitdria em rins de individuos
com DM reforcam a necessidade da realizacdo de mais estudos no sentindo de possibilitar a
constru¢do de um modelo conceitual mais robusto sobre o assunto. Ainda, apesar da
participacdo dos mastdcitos para as alteragdes renais associadas ao DM ja ter sido sugerida na
literatura cientifica, a maioria dos estudos investigou os possiveis mediadores envolvidos.
Contudo, pouco € conhecido sobre os mecanismos celulares subjacentes, em especial no que
tange a deposicao de fibras de coldgeno do tipo I e III, cujas sinteses por fibroblastos renais
estdo aumentadas em ambiente hiperglicemico (HAN et al., 1999; LAM et al., 2003). Além
disso, apesar de alguns dados prévios sobre os efeitos do CR no tecido renal de ratos com
DMI1 terem sido relatados (MEDAPATI; PAPARANI; BUDHIRAJA, 2012), pouco se
conhece sobre os efeitos dessa droga na deposi¢do de coldgeno renal e na populacdo de
miofibroblastos nesse 6rgao.

Assim, considerando que a fibrose renal representa um importante componente
fisiopatoldgico da ND, e que os mastdcitos sdo capazes de alterar a fibrose em intimeras
circunstancias, testamos as hipoteses de que o tratamento de animais diabéticos com CR
pudesse alterar a deposi¢do renal de fibras de coldgeno do tipo I e III associada ao inicio da
ND, e que essa alteracdo teria relacdo com a diminuicido de células produtoras de colageno
(inferidas pela expressio de o-SMA). Parametros morfofuncionais gerais também foram
avaliados objetivando-se explorar de forma pormenorizada o potencial uso do CR no

tratamento da ND.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com CR, sobre as alteragdes morfoldgicas e

funcionais dos rins de ratos Wistar portadores de DM tipo I experimental induzido por

aloxana.

3.2 Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Determinar a densidade de mastdcitos integros e desgranulando nos rins de animais
controles e diabéticos, tratados ou ndo com CR;

Analisar as dreas dos corptisculos renais, tufos glomerulares e espacos capsulares de
animais controles e diabéticos, tratados ou ndo com CR;

Quantificar a porcentagem de fibras de colageno do tipo I e III no tecido renal de
animais controles e diabéticos, tratados ou nao com CR;

Quantificar a expressao de PCNA e a-SMA no tecido renal de animais controles e
diabéticos, tratados ou ndo com CR;

Avaliar a fun¢do renal por meio da TFG (clearance de creatinina) e EUA dos animais
controles e diabéticos, tratados ou nao com CR;

Avaliar a pressdo arterial sistélica dos animais controles e diabéticos, tratados ou nao

com CR;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

Todos os protocolos deste estudo foram revisados e aprovados pela Comissdo de Etica
na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU: 073/18;
ANEXO).

4.2 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus) de 12 semanas de
idade, pesando entre 200 e 300g. Os animais foram fornecidos pela Rede de Biotério
de Roedores da Universidade Federal de Uberlindia (REBIR-UFU) e mantidos nesse
departamento. Os animais foram acondicionados em caixas com maravalha, em ambiente
com temperatura controlada de 22+2 °C, com ciclo claro-escuro de 12 horas, e tiveram livre

acesso a dgua e racao.

4.3 Inducao de DM

Antes da inducdo, os animais foram pesados e colocados em gaiolas metabdlicas para
a determinagdo do volume urinério. O DM foi induzido pela administracdo do anédlogo toxico
da glicose, aloxana (Sigma-Aldrich). Essa droga € captada pelas células beta pancredticas,
causa necrose celular e inibe a secrecdo enddgena de insulina. Tais efeitos gera um quadro
que mimetiza o DM tipo 1 (LENZEN, 2008).

Assim, ap6s um periodo de jejum absoluto de 24 horas, os animais foram anestesiados
com tiopental sédico (25 mg/kg, i.p.; Thiopentax®, Cristdlia) e receberam aloxana [50 mg/kg,
i.v. (veia peniana), em salina 0,9%]. Decorridas 24 horas da indugdo, a glicemia capilar dos
animais foi determinada por meio de um glicosimetro (Accu Check Active, Roche). Ratos
com glicemia superior a 200 mg/dl foram considerados diabéticos e receberam insulina NPH
(Humulin N®, Lilly; 1 Ul/dias alternados, s.c.); esse procedimento objetivou manter os
animais em condicdo hiperglicémica, porém, minimizando a alta mortalidade associada ao

modelo de DM empregado neste estudo (DE MORALIS et al., 2018).
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4.4 Grupos experimentais

Ap6s sete dias da inducdo, os animais foram divididos nos seguintes grupos:

¢ Grupo Controle (C): animais submetidos a simulagc@o da indu¢do de DM (ndo
diabéticos) e que receberam injecdo intraperitoneal de carboximetilcelulose
(CBX, 0,5%, 1ml/kg/dia).

e Grupo C + CR: animais submetidos a simula¢do da inducdo de DM (ndo
diabéticos) e que receberam injecdo intraperitoneal de CR (50 mg/ml/kg/dia)
em CBX 0,5%.

e Grupo Diabético (D): animais com DM e que receberam injecdo
intraperitoneal de CBX 0,5% (1ml/kg/dia).

e Grupo D + CR: animais com DM e que receberam injecao intraperitoneal de

CR (50 mg/ml/kg/dia) em CBX 0,5%.

Apd6s 90 dias de tratamento, os animais foram pesados e colocados em gaiolas
metabodlicas por 24 horas para coleta e determinacdo do volume de urina. Posteriormente,
realizou-se a coleta de sangue (ordenha da cauda) para a verificacdo da glicemia,
determinagdo da EUA e TFG pelo clearance de creatinina. No nonagésimo quinto dia, os
ratos foram anestesiados com halotano (Cristdlia) e submetidos a um procedimento cirtrgico
para remocdo dos rins que, em seguida, foram pesados, fixados em methacarn por 24 horas e,
posteriormente, lavados e mantidos em alcool 70%. Por fim, os rins foram incluidos em

parafina.

4.5 Analise Histoquimica

A partir dos rins emblocados em parafina, foram obtidos cortes histologicos de 5 um

de espessura com o auxilio de um micrétomo (Lupetec). Os cortes foram submetidos as

seguintes coloracoes:
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4.5.1 Azul de Toluidina

A coloracdo com azul de toluidina em pH 4cido permite a identificacio dos
mastdcitos, cujos granulos sdo metacromdticos e desenvolvem uma coloragdo purpura. Assim,
as seccoes histoldgicas foram desparafinizadas, hidratadas e coradas com azul de toluidina. A
quantificacdo dos mastécitos e a determinacdo da ativacdo dessas células (i.e., mastdcitos
desgranulando ou integros) foram realizadas por microscopia dptica (microscépio Olympus),
utilizando-se lente objetiva de 40x. Para a determinacdo da densidade mastocitdria, as
laminas foram escaneadas (HP scanjet 2400) e as &reas das secgdes teciduais foram

determinadas utilizando-se o programa Image J (versao 1.53) devidamente calibrado.

4.5.2 Vermelho de picrossirius (Picrosirius Red)

A combinacdo da coloragdo com vermelho de picrossirius e a luz polarizada fornece
uma ferramenta para a andlise estrutural do coldgeno (MONTES; JUNQUEIRA, 1991; RICH;
WHITTAKER, 2005). Assim, essa coloracdo é um dos métodos mais utilizados para
evidenciar a presenga de fibras coldgenas nos tecidos, especialmente as fibras de coldgeno
mais espessas (coldgeno do tipo I) e as fibras de coldgeno mais finas e dispersas (coldgeno do
tipo III). Para a quantificagdo do coldgeno do tipo I e III, as laminas foram desparafinizadas,
hidratas, coradas com vermelho de picrossirius e observadas ao microscopio 6ptico (Nikon)
equipado com filtro de polariza¢do. Fotomicrografias de todo cortex renal foram entdo obtidas
utilizando-se lente objetiva de 10x, e as imagens foram analisadas pelo programa Image J

(versao 1.53). Os valores obtidos foram expressos como porcentagem de drea marcada.

4.6 Analise imuno-histoquimica

Secgdes de tecido renal foram desparafinizadas para a realizacdo de imuno-
histoquimica. Assim, os cortes foram incubados com os anticorpos primdrios monoclonais
anti-aSMA (a-smooth muscle actin; 1:1000, DAKO Corporation, Denmarkgv) overnight, a
4°C e anti-PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen; 1:1000, Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, USA) durante 30 minutos em temperatura ambiente. Para as 1aminas empregadas
como controle negativo essa etapa nao foi realizada. Seccdes de rins de ratos com um dia de

vida foram empregadas como controle positivo, ja que a expressdo de o-SMA e PCNA



31

encontra-se bastante aumentada nessa fase da vida dos animais (FRANCA-SILVA;
OLIVEIRA; BALBI, 2016).

Em seguida, os cortes foram submetidos a incubagdo com anticorpos secundarios anti-
IgG de camundongo (1:200 — monoclonal, Vector Laboratories). A reagdo foi detectada com o
sistema avidina-biotina peroxidase (Vector Laboratories), sendo que a adi¢cdo de 3,3
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Company), juntamente com perdxido de
hidrogénio, permitiu o desenvolvimento de cor. A contracoloracdo foi feita com metilgreen. O
bloqueio de ligacdes inespecificas foi realizado através da incubagdo dos tecidos com

albumina bovina (BSA - Bovine Serum Albumin, Sigma Chemical Company) 5% em PBS.

4.6.1 Avaliagdo dos resultados dos experimentos de imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica para o anticorpo anti-a-SMA foi avaliada analisando-se a
porcentagem do glomérulo e/ou do compartimento tibulo-intersticial (TBI) marcada nas
sec¢oes de tecido renal. Para isso, atribuiamos um escore de 0 a 4, onde o escore O (zero)
equivale a 0-5% do campo marcado, o escore 1 (um) a 5-25%, o escore 2 (dois) a 25-50%, o
escore 3 (trés) a 50-75% e o escore 4 (quatro) a 75-100% (KLIEM et al, 1996). Ja as reacdes
de PCNA foram analisadas pela contagem de células positivas por glomérulo ou
compartimento TBI renal nas seccdes de tecido. As avaliagcdes foram realizadas por

microscopia Optica e o avaliador ndo estava ciente dos tratamentos.

4.7 Analise morfométrica

Para a andlise do tecido renal, as laminas coradas com vermelho de picrossirius foram
fotografadas com auxilio de uma videocamera acoplada ao microscépio (Olympus), utilizando-se
objetiva de 10x. As imagens capturadas foram transmitidas para um computador, onde avaliou-se
a morfometria das dreas do corptsculo renal, tufo glomerular e espaco capsular, utilizando um
software HL Image ++ 97 (Western Vision, Salt Lake City, UT, USA). Foram analisados
aleatoriamente 20 campos de cada lamina e as dreas pretendidas foram medidas em

micrometros ao quadrado.
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4.8 Determinacao da Taxa de Filtracao Glomerular (TFG)

A funcio renal dos animais foi avaliada através da dosagem de creatinina plasmadtica e
urindria por colorimetria (Labtest Diagnostica). Para isso, os animais foram colocados em
gaiolas metabolicas durante 24 horas para adaptacdo. Em seguida, permaneceram por mais 24
horas para a coleta de urina, quando também foi coletada uma amostra de sangue por ordenha
da cauda. A creatinina das amostras reage com o 4cido picrico formando o picrato de
creatinina, composto que desenvolve cor amarelada. A absorbancia foi obtida pela leitura das
amostras no espectrofotometro (Even) no comprimento de onda de 510 nm. A TFG foi

calculada a partir da férmula descrita abaixo:

Clearance de creatinina (TFG) = Ucr x V/ Pcr

Onde: Ucr: creatinina urindria; V: Fluxo urindrio (ml/min) e Pcr: creatinina plasmatica

4.9 Determinacio da Excrecao Urinaria de Albumina (EUA)

A EUA foi determinada utilizando-se as amostras de urina coletadas nas gaiolas
metabolicas, por colorimetria, com o auxilio do vermelho de pirogalol (Labtest Diagnostica).
Essa substincia reage com o molibdato de sédio formando um complexo que, quando
combinado com a proteina em meio 4cido desenvolve um croméforo de cor azul. A
absorbancia foi obtida pela leitura das amostras no espectrofotometro (Even) no comprimento
de onda de 600 nm, a qual foi diretamente proporcional a concentracdo de proteina na

amostra.

4.10 Determinacao da Pressao Arterial Sistolica (PAS)

A PAS foi avaliada nos animais apos 91 dias de tratamento de maneira indireta por
pletismografia de cauda. Os animais foram previamente aquecidos em uma camara durante
alguns minutos e, em seguida, submetidos a mensura¢do da PAS utilizando-se um manguito e
um eletrodo, colocado diretamente na cauda dos animais. Os sinais captados foram
amplificados pelo software PowerLab (ADInstruments) e foram convertidos pelo LabChart 7
Pro (ADInstrutments) em valores de PAS em mmHg. As medidas de PAS foram realizadas
durante 4 dias consecutivos e, posteriormente, foi feita a média aritmética entre as medidas

obtidas em cada dia.



33

4.11 Analise Estatistica

Para os parimetros analisados utilizamos o programa GraphPad Prism (versao 7.00-
Trial), empregando-se o teste de Kolmogorov-Sminorv para verificar se os dados
apresentavam ou ndo distribuicdo normal (Gaussiana). Os dados que apresentaram
distribuicio normal foram analisados por testes paramétricos, € os dados que ndo
apresentaram distribui¢do normal foram avaliados por testes ndo paramétricos. Os testes
usados para cada parametro estudado foram citados na se¢do dos resultados. O nivel de

significancia adotado foi de 5% (P<0,05).

Figura 4- Resumo do Delineamento Experimental.

Avaliacao do
Inducio peso, volume urinario, Término do tratamento

Pré-indu¢io doDM Inicio do tratamento funcio renal e glicemia Coleta dos rins

l 1 lll lll J 1 Ill J

1 Y | T 1
Avaliacio do 7 dias 1 dia 4 dias Avaliagdo
90 dias de tratamento L . .
peso e volume urinario Pés-inducio Intervalo ~ Avaliacdo  Histomorfométrica
da Gaiola da Imuno-histoquimica

PAS

|
95 dias de tratamento

Fonte: O Autor, 2021.
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5 RESULTADOS

5.1 Glicemia

A glicemia dos animais tratados com aloxana foi significativamente maior do que
aquela de animais tratados com salina, 24 horas apds a administracdo (Figura 5). Além disso,
observou-se que os niveis glicémicos dos animais diabéticos permaneceram aumentados apos

90 dias de tratamento, e que o tratamento com CR reduziu discretamente a glicemia dos

animais diabéticos (Figura 5).

Figura 5- Glicemia apresentada pelos animais dos diferentes grupos experimentais apds a indu¢do do DM ou

sua simulacao.
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Fonte: O Autor, 2021.

Glicemia de ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato (CCR) e diabéticos tratados
com cromoglicato (DCR), 24 horas e 97 dias apds a indu¢do do DM. n: 5-6 animais. Os dados s@o expressos

como Mediana com Intervalo Interquartil. *C P<0,05 versus C; *CCR P<0,05 versus CCR. Teste de Kruskal-

Wallis com pés-teste de Dunn.

5.2 Caracterizacao do modelo de DM1

Os animais diabéticos apresentaram polidipsia, como sugerido pelo aumento da
frequéncia de troca das garrafas de dgua desses animais quando comparados aos grupos

controles ao longo dos 95 dias de tratamento (avaliacdo qualitativa).
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Além disso, os animais do grupo D apresentaram diminui¢do significativa no peso
quando comparados com os grupos controles. O tratamento com o CR se mostrou capaz de
reverter parcialmente essa altera¢do produzida pelo DM (Figura 6).

Os animais diabéticos apresentaram maior volume urindrio quando comparados com

os grupos controles (Figura 7).

Figura 6- Peso dos animais dos diferentes grupos experimentais antes e apds a indugdo do DM.
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Fonte: O Autor, 2021.

Valores do peso de ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato (CCR) e diabéticos
tratados com cromoglicato (DCR), pré-inducdo e 97 dias ap6s a indugdo. n: 5-6 animais. Os dados sdo expressos
como Mediana e Intervalo Interquartil. **C P<0,01 versus C; *CCR P<0,05 versus CCR. Teste de Kruskal-

Wallis com pés-teste de Dunn.
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Figura 7- Volume urindrio dos animais dos diferentes grupos experimentais antes e apds a indu¢do do DM.
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Fonte: O Autor, 2021.

Valores do volume urindrio de ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato (CCR) e
diabéticos tratados com cromoglicato (DCR), pré-inducdo e 97 dias apds a inducdo. n: 5-6 animais. Os dados sao
expressos como Média+tEPM. ****C P<0,0001 versus C; ***C P<0,001 versus C; ****CCR P<0,0001 versus
CCR; ***CCR P<0,001 versus CCR. ANOVA com p6s-teste de Tukey.

5.3 Populacao Mastocitaria Renal

A coloragdo das sec¢des do tecido renal com azul de toluidina permitiu a quantificacao
de mastdcitos integros e desgranulando no parénquima renal dos diferentes grupos
experimentais (Figura 8). A densidade mastocitdria mostrou-se significativamente aumentada
no grupo D, e o tratamento dos animais com o CR reverteu parcialmente esse aumento
(Figura 9). Com relacdo a densidade dessas células no seu estado ativado (estado de
desgranulacdo), observou-se também um aumento no grupo D quando comparado com os
grupos controles, e que o tratamento com CR diminui parcialmente a densidade de mastdcitos

desgranulando (Figura 9).
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Figura 8- Presenca de mastdcitos no parénquima renal.
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Fonte: O Autor, 2021.

Seccdes de rins de animais do grupo diabético coradas com azul de toluidina. Note a presenca de mastdcitos
integros (seta) (A) e desgranulando (seta) (B) apés 95 dias de tratamento com cromoglicato. Fotomicrografias

obtidas com a objetiva de 40x. Escala = 50 ym.

Figura 9- Densidade de mastdcitos no parénquima renal dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.

Densidade de mastdcitos totais (independentemente do estado de desgranulacio) e densidade de mastécitos no
estado de desgranulacio no parénquima renal dos ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com
cromoglicato (CCR) e diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) apds 95 dias de tratamento. n: 5-6 animais.

Os dados sdo expressos como Mediana e Intervalo Interquartil. **C P<0,01 versus C; *C P<0,05 versus C;

*##CCR P<0,01 versus CCR; *CCR P<0,05 versus CCR. Teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn.
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5.4 Peso Relativo do Rim

Ratos diabéticos apresentaram aumento significativo no peso relativo dos rins em
comparacdo com o0s grupos controles. O tratamento com o CR impediu parcialmente a

instalacdo dessa alterag¢do induzida pelo DM (Figura 10).

Figura 10- Peso relativo dos rins de animais dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.
Peso relativo dos rins de ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato (CCR) e
diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) ap6s 95 dias de tratamento. n: 5-6 animais. Os dados sdo expressos

como Mediana com Intervalo Interquartil. **C P<0,01 versus C; **CCR P<0,01 versus CCR. Teste de Kruskal-

Wallis com pés-teste de Dunn.
5.5 Morfometria

Quanto aos estudos morfométricos, notou-se que a area do corptsculo renal foi maior
nos animais do grupo D quando comparados com os grupos controles, e que o tratamento com
o CR diminuiu parcialmente a drea corpuscular (Figura 11).

Com relacdo a area do tufo glomerular, os animais do grupo D também apresentaram
aumento significativo nesse parametro quando comparados com os grupos controles. Nesse
caso, o tratamento com o CR se mostrou capaz de impedir o aumento do tufo glomerular
produzido pelo DM (Figura 12).

Nenhuma alteracdo significativa na area do espago capsular foi observada entre os

grupos (Figura 13).
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Figura 11- Area do corpiisculo renal dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.

Area do corpusculo renal dos ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato (CCR) e

diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) apds 95 dias de tratamento.

n: 5-6 animais. Os dados sdo expressos

como Média+EPM. ****C P<0,0001 versus C; *C P<0,05 versus C; ****CCR P<0,0001 versus CCR; ***D

P<0,001 versus D. ANOVA com p6s-teste de Tukey.

Figura 12- Area do tufo glomerular dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.

Area do tufo glomerular dos ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato (CCR) e

diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) apds 95 dias de tratamento. n: 5-6 animais. Os dados sdo expressos

como Média+tEPM. ****C P<0,0001 versus C; ****CCR P<0,0001
ANOVA com pds-teste de Tukey.

versus CCR; ***D P<0,001 versus D.
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Figura 13- Area do espaco capsular dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.
Area do espaco capsular dos ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato (CCR) e
diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) apds 95 dias de tratamento. n: 5-6 animais. Os dados sdo expressos

como MédiaxtEPM. ANOVA com pés-teste de Tukey.
5.6 Excrecao Urinaria de Albumina (EUA) e Taxa de Filtracao Glomerular (TFG)

Os animais do grupo D e DCR tiveram um aumento significativo na EUA quando
comparados com os grupos controles (Figura 14).
Os animais do Grupo D apresentaram reduc¢do na TFG quando comparados com 0s

grupos controles, e o tratamento com CR reverteu parcialmente essa alteracdo (Figura 15).
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Figura 14- Excrecédo urindria de albumina dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.
Excre¢do urindria de albumina (EUA) dos ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com
cromoglicato (CCR) e diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) apés 90 dias de tratamento. n: 5-6 animais.

Os dados sdo expressos como Mediana com Intervalo Interquartil. *C P<0,05 versus C; *CCR P<0,05 versus

CCR. Teste de Kruskal-Wallis com p6s-teste de Dunn.

Figura 15- Taxa de filtracdo glomerular dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.
Taxa de filtracdo glomerular (TFG) dos ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato
(CCR) e diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) ap6s 90 dias de tratamento. n: 5-6 animais. Os dados s@o

expressos como Mediana com Intervalo Interquartil. **C P<0,001 versus C; *CCR P<0,05 versus CCR. Teste de

Kruskal-Wallis com p6s-teste de Dunn.
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5.7 Pressao Arterial Sistolica (PAS)

Nenhuma alteracdo significativa na PAS foi observada entre os grupos (Figura 16).

Figura 16- Pressio arterial sistdlica dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.
Pressdo arterial sistolica (PAS) dos ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato

(CCR) e diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) ap6s 95 dias de tratamento. n: 5-6 animais. Os dados sdo

expressos como MédiatEPM. ANOV A com pés-teste de Tukey.
5.8 Fibras de Colageno

A porcentagem de fibras de coldgeno do tipo I foi maior no grupo D em relacdo ao
grupo CCR. No entanto, os animais diabéticos apresentaram aumento significativo na
porcentagem de fibras de coldgeno do tipo III, e na soma de coldgeno do tipo I com o do tipo
IIT quando comparados com os grupos controles. Além disso, o tratamento com CR impediu

parcialmente a deposicao de fibras de coldgeno (Figura 17, Figura 18 e Figura 19).
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Figura 17- Colageno do tipo I e do tipo III nos rins de animais dos diferentes grupos experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.
Fibras de coldgeno no parénquima renal de rins dos ratos controles (C), diabéticos (D), controles tratados com
cromoglicato (CCR) e diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) apés 95 dias de tratamento. n: 5-6 animais.

Os dados sdo expressos como Média+xEPM. *C P<0,05 versus C; *CCR P<0,05 versus CCR. ANOVA com p6s-

teste de Tukey.
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Figura 18- Imagens representativas da deposicéo de fibras de coldgeno no parénquima renal.

Fonte: O Autor, 2021.

Seccdes representativas de tecido renal coradas com vermelho de picrossirius e observadas ao microscépio de
luz, antes (Al- D1) ou ap6s o uso de filtro polarizador (A2-D2). Observe a presenca de fibras de coldgeno no
parénquima renal de rato controle (A), diabético (B), controle tratado com cromoglicato (C) e diabético tratado
com cromoglicato (D) ap6s 95 dias de tratamento. Note a maior extensfo de drea marcada nos rins dos animais
do grupo B quando comparado ao controle, bem como a reversdo parcial observada nos rins de animais

diabéticos tratados com cromoglicato.
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Figura 19- Imagens representativas da deposicdo de fibras de coldgeno no parénquima renal de ratos diabéticos.

A B

Fonte: O Autor, 2021.
Seccdes representativas de tecido renal coradas com vermelho de picrossirius e observadas ao microscépio de
luz, antes (A) ou apds o uso de filtro polarizador (B). Note a presenca de marcacio em regides perivasculares

(coldgeno do tipo I e III) e ndo perivasculares (predominantemente coldgeno do tipo III). Fotomicrografias

obtidas com a objetiva de 10x. Escala = 100 um.
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5.9 Expressao Renal de a-SMA

Nenhuma alteragdo significativa na expressao renal de a-SMA foi observada entre os

grupos no compartimento glomerular (Figura 20A e 21) e TBI (Figura 20B e 21).

Figura 20- Expressdo glomerular e tubulo-intersticial de a-SMA no tecido renal dos diferentes grupos

experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.
Expressdo de a-SMA na regido glomerular (A) e tibulo-intersticial (B) de rins oriundos de ratos controles (C),
diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato (CCR) e diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) apds

95 dias de tratamento. n: 5-6 animais. Os dados sdo expressos como MédiaxtEPM. ANOVA com pés-teste de

Tukey.
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Figura 21- Imagens representativas da expressdo de a-SMA em rins dos diferentes grupos experimentais.

Fonte: O Autor, 2021.

Seccdes representativas do tecido renal evidenciando a imunomarcagdo para a-SMA no rim rato de um dia de
vida (controle negativo e controle positivo em A e B, respectivamente), e no rim de rato controle (C), diabético
(D), controle tratado com cromoglicato (CCR) e diabético tratado com cromoglicato (DCR) apés 95 dias de

tratamento. Fotomicrografias obtidas com a objetiva de 40x. Escala = 50 pm.
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5.10 Expressao Renal de PCNA

Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos com relagdo a
expressao de PCNA glomerular (Figura 22A e 23). Os animais diabéticos apresentaram
aumento na expressdao de PCNA na regido TBI quando comparados ao grupo controle, e o

tratamento com CR foi capaz de abolir essa alteracdo (Figura 22B e 23).

Figura 22- Numero de células PCNA™ glomerulares e tdbulo-intersticiais no tecido renal dos diferentes grupos

experimentais.
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Fonte: O Autor, 2021.

Expressdo de PCNA na regido glomerular (A) e tdbulo-intersticial (B) de rins oriundos de ratos controles (C),
diabéticos (D), controles tratados com cromoglicato (CCR) e diabéticos tratados com cromoglicato (DCR) apds
95 dias de tratamento. n: 4-5 animais. Os dados sdo expressos como Média e Intervalo Interquartil. *C P<0,05

versus C; **D P<0,01 versus D. Teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn.
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Figura 23- Imagens representativas da expressdo de PCNA em rins dos diferentes grupos experimentais.

Fonte: O Autor, 2021.

Seccdes representativas do tecido renal evidenciando a imunomarcacdo para PCNA no rim rato de um dia de
vida (controle negativo e controle positivo em A e B, respectivamente), e no rim de rato controle (C), diabético
(D), controle tratado com cromoglicato (CCR) e diabético tratado com cromoglicato (DCR) apés 95 dias de

tratamento. Fotomicrografias obtidas com a objetiva de 40x. Escala = 50 pm.



50

6 DISCUSSAO

A aloxana € um substrato do transportador de glicose GLUT-2 presente nas células
beta pancredticas; apds captacdo, essa droga promove necrose celular através da geracdo de
espécies reativas de oxigénio e, consequentemente, inibe a secrecdo enddgena de insulina
(LENZEN, 2008). De fato, a administracdo de aloxana induziu um quadro de DM tipo 1 nos
animais, caracterizado por hiperglicemia, polidipsia, polidria e perda de peso. As alteracdes
de glicemia observadas 24 h e 97 dias apds a administragdo de aloxana sugerem a instalacdo
de um quadro persistente de DM tipo 1, corroborando dados de literatura (CARVALHO;
CARVALHO; FERREIRA, 2003; DE MORALIS et al., 2018).

O tratamento com CR a partir da primeira semana ap6s a indu¢do do DM diminuiu
discretamente a hiperglicemia dos animais. Essa observacao sugere que além da lesdo aguda
induzida pela aloxana, essa droga conta parcialmente com a participacdo dos mastdcitos, em
médio ou longo prazo, para induzir seu efeito toxico maximo no pancreas. Com relacdo a isso,
o tratamento de camundongos com CR apds a administragdo de baixas e multiplas doses de
estreptozotocina, outro agente diabetogénico que promove lesdo de células B-pancredtica
(LENZEN, 2008), impediu o desenvolvimento de hiperglicemia (MARTIN et al., 1989). Mais
recentemente, foi demostrado que camundongos deficientes em mastdcitos e tratados com
estreptozotocina apresentaram glicemia significativamente menor quando comparados aos
controles diabéticos, apesar dos niveis glicémicos estarem extremamente elevados (HE et al.,
2019), a semelhanca do observado em nosso estudo. Ainda, Martino e colaboradores (2015)
relataram um ndmero maior de mastdcitos nas ilhotas pancredticas de humanos com DM 1, e
que a histamina (um importante mediador mastocitdrio) foi capaz de induzir apoptose em
células de ilhotas pancreaticas humanas em cultura. Em conjunto, nossos dados e aqueles
reportados na literatura cientifica sugerem fortemente que a atividade mastocitdria contribui,
ao menos parcialmente, para o efeito toxico induzido por agentes diabetogénicos como a
aloxana e a estreptozotocina.

Dessa forma, poderiamos esperar que o tratamento com CR pudesse evitar a morte de
algumas células B-pancredticas, possibilitando uma secre¢do residual de insulina. Apesar de
ndo termos determinados os niveis séricos desse hormdnio hipoglicemiante, o efeito do CR
sobre a glicemia e perda de peso dos animais tratados com aloxana corroboram essa hipotese.
Por outro lado, a polidria dos animais diabéticos ndo foi modificada pelo tratamento com CR,
o que pode ser explicado pela elevada glicemia observada nesse grupo (479,6 mg/dl), apesar

da diminuicdo média de aproximadamente 110 mg/dl com relacdo aos animais diabéticos
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controles. Cabe informar que em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa foi observado que
animais tratados com aloxana apresentaram, 90 dias apds a inducdo, valores de glicemia
compativeis com aqueles dos animais tratados com CR em nosso estudo (i.e, valor médio de
483,1 mg/dl), e que tal nivel glicémico foi associado a alteragdes morfofuncionais renais (DE
MORALIS et al., 2018). Portanto, a julgar pelo nivel glicémico, qualquer possivel secrecdo
residual de insulina apresentada pelos animais tratados com CR possivelmente nio seria
suficiente para proteger os rins de danos associados ao DM, a despeito do impacto do referido
tratamento sobre o peso dos animais.

Nossa observacao de que houve um aumento na densidade mastocitdria associada ao
DM experimental corrobora dados previamente publicados por nosso grupo de pesquisa (DE
MORALIS et al., 2018). O aumento na densidade dessas células parece depender parcialmente
da propria atividade mastocitiria, a qual se encontra aumentada nos rins de animais
diabéticos. De fato, o tratamento com CR impediu parcialmente ndo apenas a ativacdo dos
mastdcitos como o aumento em sua densidade. Esse comportamento é semelhante ao que foi
observado em rins de animais submetidos a amarragdo ureteral; nessa condi¢do, observou-se
aumentos na densidade e ativacdo mastocitdria no hilo renal, alteragdes que foram
parcialmente ou totalmente impedidas pelo tratamento com CR, respectivamente (DE
OLIVEIRA-SILVA et al., 2018). Mecanismos de autoamplificacdo com relacdo a atividade
dos mastdcitos ja foram sugeridos na literatura, assim, mediadores secretados por essas
células, como histamina e triptase, sdo capazes de atuar de forma autdcrina e pardcrina,
determinando ativacdo mastocitaria (HE et al., 2012). Ainda, Janicki e colaboradores (2006)
sugeriram que mastdcitos cardiacos maduros sdo capazes de estimular, via desgranulagdo, a
maturacdo e diferenciacdo de mastdcitos imaturos residentes. Em conjunto, ambos os
mecanismos fornecem uma explicacdo para nossas observacdes com relacdo a densidade e
ativacdo mastocitaria em rins de animais diabéticos, tratados ou ndo com CR. Cabe ressaltar
que apesar da controvérsia com relagdo ao aumento do nimero de mastécitos em rins de
animais portadores de DM experimental (KHURANA; SHARMA; BUDHIRAJA, 2011;
CRISTOVAM et al., 2012; ZHANG et al., 2016; DE MORAIS et al., 2018), Zheng e
colaboradores (2012) observaram que a densidade e a ativagdo mastocitdria aumentaram
gradativamente em rins de pacientes diabéticos com a progressao da nefropatia.

Aumentos no tufo glomerular e no corpisculo renal encontrados nos rins de animais
diabéticos controles sugerem o desenvolvimento de hipertrofia glomerular, uma alteracao
precoce classicamente associadas a ND (POURGHASEM; SHAFI; BABAZADEH, 2015). O

aumento do corpusculo renal foi proporcional, como sugerido pela auséncia de alteracdes no
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espaco capsular associado ao DM. Alteracdes glomerulares, tubulares (hipertrofia e dilatagdo)
e o acimulo de componentes da MEC causam aumento na massa renal em portadores de DM
(POURGHASEM; SHAFI; BABAZADEH, 2015). De fato, além da hipertrofia glomerular,
observamos um aumento no conteddo de coldgeno no parénquima renal, o que pode explicar,
ao menos em parte, 0 aumento no peso relativo dos rins constatado nos animais diabéticos.

O aumento na EUA e a diminuicdo na TFG observados nos animais diabéticos
controles indicam o desenvolvimento de disfun¢do glomerular. A microalbumindria
apresentada por esses animais sugere que eles estejam no estdgio inicial do desenvolvimento
da ND. Nessa fase da progressdao da doenca, a TFG pode estar normal, aumentada ou, como
relatado no presente estudo, diminuida (PAPADOPOULOU-MARKETOU; CHROUSOS;
KANAKA-GANTENBEIN, 2016). A auséncia de hipertensdo nos animais diabéticos
corrobora a sugestdo de que estamos lindando com as fases iniciais da ND, ja que dois tercos
dos pacientes com DM apresentam hipertensio associada a quadros de macroalbumintria, um
estado mais avancado da doenca (PAPADOPOULOU-MARKETOU; CHROUSOS;
KANAKA-GANTENBEIN, 2016).

O tufo glomerular é constituido por trés tipos celulares: o endotélio fenestrado,
localizado entre a luz do capilar e a membrana basal glomerular (MBG); os poddcitos, que
envolvem a camada mais externa da MBG; e as células mesangiais, posicionadas entre as
alcas capilares e conferindo-lhes suporte (NGUYEN; GOLDSCHMEDING, 2019). O
endotélio fenestrado, a MBG e os processos podais dos poddcitos formam a barreira de
filtracao (REIDY et al., 2014). O DM diminui as fenestragcdes endoteliais, causa espessamento
da MBG e provoca perda de poddcitos, alterando a citoarquitetura dos processos podais e,
consequentemente, as fendas de filtracdo (REIDY et al., 2014; ALICIC; ROONEY;TUTTLE,
2017). Além disso, o DM provoca expansdao mesangial, caracterizada por aumento na
producdo de MEC e por uma fase inicial, porém limitada, de proliferacao celular seguida de
hipertrofia (WOLF; ZIYADEH, 1999; NGUYEN; GOLDSCHMEDING, 2019); cabe
ressaltar que a auséncia de alteragdes na expressdo glomerular de PCNA observada em nosso
estudo, 102 dias apds a inducdo do DM, sugere que a proliferagdo mesangial tenha, de fato,
ocorrido precocemente. Tal sugestdo baseia-se na importancia do PCNA para a sintese de
DNA, progressao do ciclo celular e, consequentemente, para a divisao da célula (JASKULSKI
et al., 1988). Cabe ressaltar que uma caracteristica importante das células mesangiais € sua
propriedade contrdtil, a qual possibilita a elas modular a tensd@o na parede capilar e o fluxo
sanguineo intraglomerular (NGUYEN; GOLDSCHMEDING, 2019). Pelo exposto, nota-se

que vérias alteracdes renais ja bem estabelecidas e associadas ao DM possibilitam fornecer
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possiveis explicacdes para a reducdo na TFG e para o aumento na EUA observados em nosso
estudo. Dessa forma, a diminuicdo das fenestragcdes capilares e o espessamento da MBG
reduzem a condutancia hidrdulica e, em conjunto com a expansdo mesangial, que
presumivelmente reduzir o fluxo sanguineo intraglomerular, poderiam contribuir para a
reducdo na TFG. Por sua vez, as alteragdes na barreira de filtracdo, associadas a perda de
poddcitos, explicaria a presenca de microalbumindria. Enfatiza-se que nenhuma dessas
alteracdes foi avaliada em nosso estudo, assim, a contribuicdo dos diferentes mecanismos
propostos para as alteragdes funcionais informadas no presente trabalho permanece por ser
determinada.

Enquanto os mastdcitos parecem contribuir, a0 menos em parte, para a reducdo da
TFG associada ao DM, essas células ndo participam na instalacio da microalbuminuria
presente nas fases iniciais da ND. De fato, apesar do tratamento com CR ter melhorado
parcialmente a TFG, essa droga ndo foi capaz de impedir o aumento na EUA em animais
diabéticos. Esses dados sugerem que os mediadores mastocitdrios apresentam, direta ou
indiretamente, efeitos diferentes sobres os diversos componentes glomerulares. A constatacdo
de que o tratamento com CR impediu significativamente o desenvolvimento da hipertrofia
glomerular nos rins de animais diabéticos, o que provavelmente explica os efeitos dessa droga
sobre o peso relativo dos rins e sobre a TFG, poderia ser interpretada como sugestao de que os
mastdcitos fossem capazes de estimular a expansdo mesangial associada a hiperglicemia. No
entanto, em trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa (DE MORALIS et al., 2018) foi
constatado que o alisquireno, um inibidor de renina, diminuiu a densidade e a atividade dos
mastdcitos nos rins de ratos diabéticos, sem alterar a drea do corpudsculo renal e do tufo
glomerular. Portanto, é possivel que os efeitos do CR nao relacionados a sua capacidade de
prevenir a desgranulacdo de mastdcitos sejam responsdveis por sua renoprote¢do em relagdo
as alteracdes morfofuncionais glomerulares; porém, esta importante questao ainda precisa ser
avaliada.

Miofibroblastos sdo fibroblastos que possuem propriedade contrétil, conferida a essas
células pela expressdo, dentre outras proteinas, de a-SMA, a qual é amplamente empregada
como um marcador para esse tipo celular (STRUTZ; ZEISBERG, 2006; FALKE et al., 2015).
Entretanto, a distingdo dos miofibroblastos € realizada utilizando-se critérios topograficos, ja
que essas células ndo sdo as Unicas que expressam a-SMA no tecido renal; de fato, células de
musculo liso vascular, pericitos (células mesenquimais associadas a vasos sanguineos e que
conferem suporte ao endotélio capilar) e células-tronco mesenquimais também expressam o-

SMA (STRUTZ; ZEISBERG, 2006). Considera-se que os miofibroblastos representam o
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principal fendtipo ativo de fibroblastos responsdveis pela deposicio de MEC na fibrose
tdbulo-intersticial associada ao DM (STRUTZ; ZEISBERG, 2006). A origem dessas células
no parénquima renal ainda € motivo de debate no meio académico, contudo, podemos citar
como fontes de miofibroblastos nos rins: fibroblastos residentes, pericitos, células mesangiais
e células intersticiais produtoras de eritropoietina (processo de transdiferenciacdo
mesenquimal); células endoteliais (transi¢cdo endotélio-mesenquimal); e células derivadas da
medula 6ssea (FALKE et al., 2015). A literatura sugere que os fibroblastos residentes e
pericitos sejam as principais fontes de miofibroblastos relacionados a fibrose renal (FALKE et
al., 2015). Questiona-se, no entanto, a contribuicdo de células tubulares renais (transicao
epitélio-mesenquimal) para a formacdo do pool de miofibroblastos nos rins (FALKE et al.,
2015). No presente trabalho, ndo observamos alteragdes significativas na expressao renal de
a-SMA, apesar do aumento na deposi¢do de fibras de coldgeno, em especial do coldgeno do
tipo III na regido tibulo-intersticial. Nossos dados contrastam com aqueles relatados por Li,
Qu e Bertram (2009), os quais observaram um aumento na expressao tibulo-intersticial de a-
SMA em rins de camundongos apds 30 dias da indu¢do do DM. Uma possivel explicacio para
essa discrepancia podem ser as diferentes espécies empregadas nos estudos (camundongo vs.
rato), uma vez que experimentos realizados com ratos diabéticos ndo evidenciaram aumentos
significativos na expressdo de a-SMA renal apds 30 dias da inducdo (YOUNG et al., 1995).
Assim, nossos dados sugerem que a deposi¢do de matriz coldgena associada a fase inicial da
ND precede os processos de transdiferenciacdo que determinam o aparecimento e/ou aumento
na populacdo de miofibroblastos renais.

Dados do nosso grupo de pesquisa e aqueles oriundos da literatura mostram que os
mastdcitos sdo capazes de induzir fibrose renal e contribuir para o aumento na expressao de a-
SMA em rins de animais submetidos a amarracdo ureteral (SUMMERS et al., 2012; DE
OLIVEIRA-SILVA et al., 2018). Ainda, em culturas de fibroblastos, os mastdcitos estimulam
a producdo de coldgeno (atividade celular) e a expressdao de a-SMA, efeitos que t€m sido
atribuidos a diferentes mediadores, como triptase, TGF-1 e histamina, mas ndo ao TNF-a
(ABE et al., 1998; GAILIT et al., 2001). De forma intrigante, nossos dados sugerem que a
atividade mastocitdria contribui parcialmente para o aumento na deposi¢do de fibras de
coldgeno na fase inicial da ND e que esse efeito ocorre sem que haja alteragdes na expressao
renal de a-SMA. Portanto, os mastocitos devem estar aumentando a proliferacdo e/ou a
atividade de células produtoras de coldgeno do tipo I e III, como os fibroblastos residentes
e/ou protomiofibroblastos (fenétipo intermedidrio entre fibroblasto e miofibroblasto que ainda

nao expressa a-SMA) (HAN et al., 1999; LAM et al.,, 2003; FALKE et al.,, 2015). A
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normalizacdo da expressio de PCNA no parénquima renal dos animais diabéticos tratados
com CR corrobora a hipétese proliferativa. Por sua vez, as observagdes referentes ao contetido
de coldgeno renal, juntamente com dados de literatura, apoiam a sugestdo de que os
mastdcitos estejam aumentando a atividade de células produtoras de coldgeno. Cabe ressaltar
que a musculatura lisa vascular também sintetiza coldgeno, contudo, a quimase € capaz de
inibir tanto a proliferacdo como a expressdao de RNAm para coldgeno do tipo I e III por essas
células (WANG et al., 2001). Dessa forma, € pouco provavel que o aumento no contetido de
coldgeno renal associado a atividade mastocitdria observado em nosso estudo seja devido a

acoes em células de musculo liso vascular.
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7 CONCLUSAO

Esses dados sugerem que os aumentos na densidade e atividade mastocitdrias renais
contribuem para a deposicdo de coldgeno tudbulo-intersticial nos estdgios iniciais da ND,
mesmo na auséncia de alteragdes na populagdo renal de miofibroblastos. O tratamento com
CR evidenciou efeitos renoprotetores que parecem estar relacionados a sua acao inibitoria

sobre a desgranulagdo mastocitaria, bem como a sua capacidade de prevenir alteragdes

morfofuncionais deletérias.
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ANEXO
Universidade Federal de Uberlindia I
- Comisshio de Etica nn Utiizscio de Animuais - f,'.',:‘fm.:u._.’:
CERTIFICADO

Certificamos guoe o propete mittulade. “Aleraches renais ao longo de desenvolvimente de
neflropatia diabdica apls o use de alisguerene ¢ cromoglicats de sddw em mtes Wistar™,
protocobe m* 073 IR, sob a responsalelalade de Ana Paula Coetho Balbi — que envolve a
producie, mamdencio efou utilizsedo de amimais periencentes ao filo Chordata, subfilo
Verchrata, para fins de pesquisa caentifica — enconira-se de acordo com os precedtes da Lea o®
10794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® .89, de 15 de jullso de 2009, ¢ com as ponmsas
editsdas pelo Conselho Maciona] de Controle da Expenimeniacio Ammal {CONCEAJ, ¢ fin
APROVADA pels COMISSAD DE ETICA NA UTILIZACAOQ DE ANIMAIS (CEUA) da
UMIVERSIDADE FEDERAL DE UBERL ANDLA em reunifio 21 de serembio de 20 &

{We cerzfy that tbe propect eotitled istihulado “Alberagdes renpis a0 longo doo deservolvimemo de
nefropatia dinbética spos o oo de alisgeerno © cromog oo de sodio em mios Wister™, protoced 073018,
under the respomsibility of - Ana Panls Coslho Bokbi mvalving the prodection. maimenarce and‘or wse of
nnimals belenmng to the phiylum Chordal, subphylom Vertchmta, for purposes of scenbific research - is
in sccordance with the provisions aof Law n® 11794, of Ociober Xth, 200, of Decree n® 6.89% of July
15th, 2(H¥. snd the mles ixzsed by the Natonal Councd for Comtroed of Ammal Experimestation
(CONCEA} ond # was approved for ETHICS COMMISZEION ON ANIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERL ANDIA. in meeting of Sepiersber 2 Iihe 20181

Vigémcia do Projeto Imicio: 15T L2018 Térmana: 2120120

Especse/Linhagem Grupns Toxosdmicos Ratos Wisiar

Mimero de anamzis =4

Pesoildade 250

Sexn Machos:

ke Lasoal Fede de Beotério de Boodornes da Universidade
Federal die Uberlandia (RERTR-UFLT)

Local onde serio mmntidos oz animass HRede de Msaterio de Boedores da Universidade
Federal de Uberlindia (RERIR:LFL}

Ubertandia, 28 de setembro de 2018

Prof. Dr. Licis Vilela Carneire Cirio
Coordenador da CEUALIFL

64



	7c70139eaf94e21dbdf39f69a217907e3cc98ab38288bec145327c19bd15bc2f.pdf
	8e1be04af6e2f6c6c5927a89208a5a12203a3bba88d551f787a0a8d6f2b86201.pdf
	7c70139eaf94e21dbdf39f69a217907e3cc98ab38288bec145327c19bd15bc2f.pdf

