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RESUMO

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) € de suma importancia durante a gestacéo,
atuando principalmente através da angiotensina Il (Ang Il) que pode interferir na ativagdo da
cascata de Mitogenic-Activated Protein Kinases (MAPK). Além disso, a gravidez esta
associada a aumentos marcantes na hemodindmica renal, que também pode ser afetada pelo
diabetes mellitus (DM). Os objetivos do trabalho foram avaliar os efeitos do DM induzido em
ratas Wistar durante a gestacdo e mantido no periodo pds-parto na expressao renal de PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), a-SMA (Smooth Muscle Actin) e das MAPKSs p-p38 e p-
JNK, bem como nos estudos de funcdo renal e presséo arterial sistélica (PAS) de ratas Wistar.
Para isso, foram realizados dois grupos (G): ndo-gravidico e gravidico. No primeiro G, as
ratas foram divididas em: G1 (controles sem gravidez), fémeas que receberam injecdo
intraperitoneal (iip) de solucdo salina 0,9% e G2 (diabéticas sem gravidez), fémeas que
receberam iip de aloxana (100mg/kg) diluida em solucéo salina 0,9%. No segundo G, as ratas
gravidas foram divididas em: G3 (méaes controles), maes que receberam iip de solucéo salina
0,9% e G4 (maes diabeéticas), médes que receberam iip de aloxana (100mg/kg) diluida em
solucdo salina 0,9%. A glicemia foi verificada 2 dias apds a inducdo e os animais foram
considerados diabéticos se apresentassem glicemia maior ou igual a 150mg/dL. Cerca de 50
dias ap06s o parto para G3 e G4 e em tempo correspondente para G1 e G2, as ratas foram
submetidas a aferi¢do indireta de PAS por pletismografia, bem como a determinagdo da Taxa
de Filtracdo Glomerular (TFG) pelo clearance de creatinina. Em seguida, 0s animais foram
anestesiados e tiveram seus rins retirados para as andlises histoldgica, morfométrica e
imunohistoquimica. Os resultados mostraram que o0s animais de G2 e G4 apresentaram
glicemia (mg/dL) e volume urinario (mL) maiores que os animais de G1 e G2 vérios dias
po6s-inducdo do DM do tipo 1. Os valores de PAS (mmHg) ndo foram diferentes entre os
grupos analisados, mas constatou-se uma tendéncia a reducdo da TFG (mL/min) de G4
guando comparado aos demais G. Observou-se também um aumento significativo da relacédo
peso rim/peso do corpo (direito e esquerdo) dos animais de G4 em relagdo aos demais G. As
analises morfométricas evidenciaram reducdo da area de seccao renal total de G4 e aumento
em G3. A area glomerular e o espaco capsular ndo diferiram entre os G estudados, mas houve
aumento da area de tufo glomerular em G3 e G4. A quantificacdo da porcentagem de
colageno cortical mostrou que G2 e G4 tiveram maior expressdo, ao passo que a identificagcdo
e contagem de mastocitos ndo diferiram entre os G. Quanto & imunorreacdo para PCNA, o G3
apresentou aumento de células PCNA™ glomerulares, ao passo que em G4 diminuiu. Por outro
lado, no compartimento tubulointersticial (TBI) a proliferacdo celular foi maior em G4. Ja a
expressdo de a-SMA glomerular e TBI foram aumentadas em G4 em comparagdo aos demais
G. A marcagédo para p-p38 glomerular apresentou um padréo de expressdao semelhante ao
PCNA, com reducéo de células p-p38* em G4 em relagdo aos outros G. A imunorreagio para
p-JNK mostrou-se elevada tanto nos glomérulos quanto no compartimento TBI de G4 em
relagdo a G1, G2 e G3. Conclui-se que 0 DM induzido durante a gestacdo e mantido no
periodo poés-parto em ratas Wistar resultou em alteracBes estruturais significativas e
funcionais renais moderadas, evidenciando que a gravidez possui um efeito intensificador dos
danos renais induzidos pelo diabetes e que estas alteracfes podem estar relacionadas com as
mudancas na expressao das MAPK p-p38 e p-JNK.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1. Gestac&o. Periodo pos-parto. MAPK. Funcéo renal.



ABSTRACT

The renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) is very important during pregnancy,
working mainly through the angiotensin Il (Ang Il) that can interfere with the activation of
Mitogenic-Activated Protein Kinases (MAPK) cascade. In addition, pregnancy is associated
with marked increase in renal hemodynamics that may also be affected by diabetes mellitus
(DM). The objectives were to evaluate the effects of DM induced in Wistar rats during
pregnancy and maintained in the postpartum period on the renal expression of PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), a-SMA (Smooth Muscle Actin) and p-p38 and p-JNK
MAPK as well as in studies of renal function and systolic blood pressure (SBP) in Wistar rats.
For this, there were two groups (G): non-pregnant and pregnant. In the first G, the rats were
divided into: G1 (non-pregnant controls rats), females that received intraperitoneal injection
(ipi) of 0.9% saline solution and G2 (non-pregnant diabetic rats), females that received ipi of
alloxan (100 mg/kg) diluted in 0.9% saline solution. In the second G, pregnant rats were
divided into: G3 (control mothers), mothers that received ipi of 0.9% saline solution and G4
(diabetic mothers), mothers that received ipi of alloxan (100 mg/kg) diluted in 0.9% saline
solution. Blood glucose was observed 2 days after induction and the animals were considered
diabetic if they had blood glucose higher than or equal to 150 mg/dL. About 50 days after
delivery for G3 and G4 and corresponding time for G1 and G2, the rats were subjected to
indirect measurement of SBP by plethysmography and the determination of glomerular
filtration rate (GFR) by creatinine clearance. Then, the animals were anesthetized and their
kidneys were removed for histological, immunohistochemical and morphometric studies. The
results showed that G2 and G4 animals had blood glucose levels (mg/dL) and urinary volume
(mL) higher than animals from G1 and G2, even several days after DM induction. The SBP
(mmHg) were not different among the groups, but there was a tendency for reduction in GFR
(mL/min) from G4 when compared to the other G. There was also a significant increase in
kidney weight (right and left)/body weight ratio of G4 in relation to other G. Morphometric
analysis showed a reduction of total renal sectional area from G4 and an increase in G3. The
glomerular area and the capsular space did not differ between G studied, but there was an
augment in glomerular tuft area in G3 and G4. Quantification of the percentage of cortical
collagen showed that G2 and G4 presented higher distribution, while the identification and
count of mast cells did not differ between G. Regarding PCNA immunoreactivity, G3 showed
increased glomerular proliferating cells, while in G4 it was decreased. On the other hand, in
the tubulointerstitial (TBI) compartment cell proliferation was higher in G4. Glomerular
expression of a-SMA and TBI were increased in G4 compared to other G. Immunoreaction
for glomerular p-p38 expression showed a pattern similar to PCNA, with a reduction of p-p38
in G4 relative to other G. The immunoreactivity of p-JNK was higher in both the glomeruli
and TBI compartment in G4 compared to G1, G2 and G3. It is concluded that the DM
induced during pregnancy and maintained in the postpartum period in Wistar rats resulted in
significant structural changes and moderate functional impairmet in kidney, showing that
pregnancy has an enhancing effect of renal damage induced by diabetes and these alterations
may be related to changes in the expression of p-p38 and p-JINK MAPK.

Keywords: type 1 Diabetes mellitus. Pregnancy. Postpartum period. MAPK. Renal function.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) e Mitogenic-Activated Protein
Kinases (MAPK)

Normalmente, o0 SRAA relaciona-se com a necessidade do organismo de manter a
estabilidade hemodinamica e evitar uma hipoperfusdo tecidual (ATLAS, 2007; RIELLA,
2010; ZATZ, 2000). Este sistema é regulado pela renina, produzida e armazenada no aparelho
justaglomerular. Ao ser liberada por estimulos hemodindmicos, quebra o angiotensinogénio
existente no plasma, em angiotensina | (Ang ). Esta é convertida pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) no metabdlito (hormonio) ativo — angiotensina Il (Ang 11). A Ang Il é 0
principal fator de crescimento do SRAA, tendo producdo sistémica e tecidual e atuando
principalmente através de dois receptores acoplados a proteina G: receptor AT1 (ATI1R) e
receptor AT2 (AT2R) (YOSYPIV, 2009). A ativacdo de ATIR resulta em mitogénese das
células renais vascular, mesangial e tubular (WOLF et al., 1992). Em contraste, AT2R inibe o
crescimento e proliferacdo de células mesangiais (GOTO et al., 1997).

A Ang I, principalmente através de AT1R, estimula o sistema nervoso simpético, a
excrecdo de potassio, reabsorcdo de sodio e agua pelos tabulos renais (intensificado pelo
aumento da producdo de aldosterona pelas glandulas suprarrenais e do horménio antidiurético
pela neurohipofise, respectivamente), promove vasoconstricdo arteriolar e aumenta a taxa de
filtracdo glomerular (TFG) (como resultado da vasoconstricdo da arteriola eferente) (ATLAS,
2007; RIELLA, 2010; ZATZ, 2000). Assim, ela promove um aumento da volemia e
compensacao pressorica. Além deste efeito hemodindmico, ha uma atuacéo da Ang Il sobre a
proliferacdo celular, reparo celular e expansdo da matriz extracelular (MEC) (gerando
hipertrofia e/ou hiperplasia renal/cardiaca, inflamagdo e fibrose tecidual) e liberac&o de outras
substancias vasoativas (prostaglandinas e oOxido nitrico) (ATLAS, 2007; CROWLEY;
COFFMAN, 2012; KAGAMI, 2012; ZATZ, 2000).

Paralelamente ao chamado esquema cléssico, ocorre uma ativagdo de outros
metabolitos derivados da Ang Il, através da acdo enzimatica da ECA2 (enzima homologa da
ECA), produzindo angiotensina 1-7 [Ang(1-7)], que tem um efeito contrario da via classica,
promovendo vasodilatacdo, natriurese e efeitos anti-proliferativos. Por outro lado, hd também

a presencga de receptores teciduais especificos para renina e pro-renina (renal e vascular),
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sinalizando a ativacdo tecidual de toda uma cascata de efeitos prd-fibroticos (ATLAS, 2007,
CROWLEY, 2012; GRACIANO; NORONHA, 2010; KAGAMI, 2012).

Apds a Ang |1 se ligar aos seus receptores AT1R e/ou AT2R, os efeitos sdo mediados
pela cascata de MAPK, como ja foi constatado em varios modelos experimentais (BALBI et
al., 2008; KIM et al., 1998; KUBO et al., 2001) (Figura 1). As MAPKs compreendem um
grande grupo de proteinas serina/treonina quinases que estdo conservadas nos mais diversos
organismos (JOHNSON; LAPADAT, 2002; WIDMANN et al., 1999) e podem ser ativadas
por numerosos estimulos extracelulares, transduzindo-os para 0 meio intracelular através de
uma cascata de sinalizacdo (BOKEMEYER; SOROKIN; DUNN, 1996; KUBO, 2001,
ROUX; BLENIS, 2004; SACKS, 2006). Sabe-se que a desregulacdo da sinalizacdo normal
das MAPKSs esta relacionada com doenca renal tanto aguda quanto crénica (CASSIDY et al.,
2012).

Pode-se citar trés subgrupos principais de MAPKs, a ERK (Extracellular Signal-
Regulated Kinase), a JNK (Jun N-terminal Kinase) e as quinases da familia p38
(SHAEFFER; WEBER, 1999) (Figura 1). Um estudo demostrou que a ERK é ativada por
fatores de crescimento que promoverao diferenciacdo e proliferacdo celulares, ja a JNK e p-
p38 sdo ativadas por citocinas e estresses celulares e serdo responsaveis por inibicdo do

crescimento celular e inducédo de apoptose (XIA et al., 1995).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da ativacdo de MAPK por Ang II.
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Fonte: BALBI et al. (2008).

Ang Il (All) atua através dos AT1R e AT2R e inicia a sinalizacdo intracelular, com fosforilagdo das
MAPK e ativacdo de fatores de transcricdo no ndcleo, resultando na producdo de mRNA para
mediadores de apoptose, diferenciacdo e proliferacdo celular. GTPase = guanosina trifosfatase;
MAPKKK = MAPKK quinase; MAPKK = MAPK quinase; ERK = Extracellular Signal-Regulated
Kinase; JINK = Jun N-terminal Kinase; p38 = quinases da familia p38.

A MAPK ERK possui 42 kDa e esta relacionada a regulacdo do crescimento e
diferenciacdo (CHANG; KARIN, 2001; PEARSON et al., 2001). A sinalizacéo através dessa
MAPK tem um importante papel na mediacdo de respostas celulares renais a diversos tipos de
estimulos, estando envolvida com a hipertrofia renal compensatéria e condi¢bes patoldgicas
como as doengas glomerulares e tubulointersticiais (CASSIDY et al., 2012).

As JNKs compreendem a familia de MAPKSs que se ligam ao fator de transcrigéo c-
Jun, fosforilando-o nos residuos Ser63 e Ser73. Como todas as MAPKSs, as JNKSs s&o ativadas
por fosforilagdo nos residuos conservados de treonina e tirosina (CASSIDY et al., 2012). No
contexto da injuria renal, a sinalizacdo de JNK é mediada por diferentes tipos de insultos
incluindo isquemia/reperfusdo, ligacdo uretérica, dano imuno-mediado e hiperglicemia (MA;
LIU; NIKOLIC-PATERSON, 2009; POMBO et al., 1994). A ativacdo desta MAPK foi

demonstrada em glomerulonefrites (DE BORST et al., 2007) e a inibicdo leva a supressédo da
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inflamacéo (FLANC et al., 2007), da apoptose tubular e fibrose intersticial (MA et al., 2007),
em modelos animais.

A MAPK p38 ¢é ativada em resposta ao choque osmotico, assim como por
lipopolissacarideos e interleucina 1 (IL-1). A p38 também responde aos mesmos agonistas
que ativam as JNKs. Esta MAPK também é um importante regulador da senescéncia da
parada do crescimento, devido a sua capacidade de ativar as vias de parada do crescimento da
p53 e pRb/pl16. Além disso, aumenta a regulacdo de citocinas especificas como interleucina 6
(IL-6), interleucina 8 (IL-8) e Tumor Necrosis Factor o (TNF-o — fator de necrose tumoral o)
em Vvarios contextos bioldgicos incluindo o dano renal (ONO; HAN, 2000; PATIL;
KIRKWOOD, 2007; ZHANG; SHEN; LIN, 2007).

1.2 SRAA, gravidez e adaptacdes fisiologicas

A gravidez humana esta associada a aumentos marcantes na hemodinamica renal. A
TFG aumenta em até 50% na gravidez normal devido ao aumento, em até 80%, do fluxo
plasmatico renal (FPR), a permeabilidade da barreira de filtracio (BRAMHAM;
RAJASINGHAM, 2012) e a diminuicdo da pressdo oncotica glomerular (MILNE;
LINDHEIMER; DAVISON, 2002). O SRAA também desempenha importantes funcdes
durante a gravidez, como na regulacdo da pressdo arterial e no balango hidroeletrolitico.
Existem relatos de aumento da atividade deste sistema durante a gravidez (AUGUST;
SEALY, 1990; SKINNER, 1993), o que pode ser acompanhado por aumento da excrecao
urinaria de proteinas, sendo mais prevalente em gravidas diabéticas (REECE; COUSTAN;
HAYSLETT, 1988).

Apesar do aumento do FPR, na maioria das vezes, ha uma diminuicdo da presséo
arterial sistélica (PAS) em mulheres gravidas devido a uma resposta vasodilatadora,
acompanhada por um aumento do débito cardiaco e da estimulagdo do SRAA (CHAPMAN et
al., 1998; GALLERY; BROWN, 1987; HYTTEN; PAINTIN, 1963). A vasodilatacdo &
garantida pela liberagdo de prostaglandinas vasodilatadoras, especialmente a prostaglandina
E2 (PGE2) e as prostaciclinas, que sdo produzidas em maiores quantidades durante a gravidez
(SPITZ et al., 1984), assim como o 6xido nitrico (NO) ¢ o seu segundo mensageiro, o 3’,5’-
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) (CONRAD; VERNIER, 1989; CONRAD et al.,
1993; WEINER et al., 1994). Quando os inibidores da producdo de NO, tais como 0 Nw-
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nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) sdo dados as ratas gravidas, as alteracdes
hemodinamicas encontradas normalmente durante a gravidez sdo completamente revertidas
(DENG; ENGELS; BAYLIS, 1996). A progesterona e o Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF - fator de crescimento vascular endotelial) mediados pelas prostaciclinas aumentam a
refratariedade vascular ao efeito pressorico da Ang Il liberada pelo SRAA (SIBAI;
RAMADAN, 1993). Além disso, os receptores ATIR de Ang II, responsaveis pela

vasoconstri¢ao, ficam menos responsivos durante a gravidez (BIANCHI et al., 2002).

1.3 Diabetes mellitus (DM)

Em 2010, a populagdo adulta mundial com DM era estimada em cerca de 285 milhdes
e até 2030 estd previsto um aumento de 54%, totalizando cerca de 439 milhdes de pessoas
diabéticas (TRAMONTI; KANWAR, 2012). Somando-se ao grande numero de individuos
acometidos pelo DM, estd o impacto econdmico e social sobre os sistemas de governo,
principalmente no Brasil, onde os gastos diretos associados com a doenca sdo bastante altos
(COBAS et al., 2013).

Os sinais classicos dessa doenca sdo a hiperglicemia, polidria (aumento do débito
urinario) e polidipsia (aumento da ingesta liquida devido ao aumento da sede). Apresenta-se
sob duas formas principais, o tipo 1 (DM 1), que aparece principalmente na infancia ou na
adolescéncia, caracterizada por alteracbes na produgdo e secrecdo do horménio insulina
devido a faléncia do pancreas (geralmente por destruicdo auto-imune das células beta (j)
pancreaticas) e o tipo 2 (DM 2), o mais frequente, que corresponde aproximadamente a 85 a
90% dos casos e aparece insidiosamente, principalmente em adultos, cuja causa primaria é a
resisténcia a insulina (diminuicdo da resposta das células-alvo a este hormonio) (AIRES,
2008).

Outra forma menos frequente, mas ndo menos importante, € o diabetes gestacional
(DG), que se desenvolve durante a gravidez, podendo ou ndo ser revertido apds o parto.
Durante a gravidez, o crescimento e desenvolvimento fetal exigem um aumento do
suprimento materno-fetal de glicose. Como consequéncia, a mae desenvolve um estado de
resisténcia a insulina, devido a liberagcdo de hormonios diabetogénicos pela placenta, de forma
a garantir um gradiente positivo de glicose materno-fetal. Durante o primeiro e no comego do

segundo trimestre de gestacdo, a resisténcia a insulina ndo muda substancialmente. O DG
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ocorre quando a maxima secrecdo de insulina ndo corresponde ao grau de resisténcia a
mesma. Quando isso ocorre, tanto mae quanto feto sdo expostos a hiperglicemia
(CATALANO et al., 2012; TOBOSO; BENITEZ; ROMERO, 2012).

1.4 Efeitos do DM

A hiperglicemia cronica do diabetes esta associada a disfuncdo e faléncia de véarios
orgdos, especialmente olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos (ADA, 2008). O DM
pode resultar em indmeras consequéncias micro e macrovasculares. Dentre as principais
consequéncias microvasculares estdo: retinopatia, neuropatia e nefropatia diabéticas (ND); ja
entre as macrovasculares pode-se citar: acidente vascular encefalico (AVE) e infarto agudo do
miocardio (GRAF; CLAPAUCH; LYRA, 2009; LYRA; CAVALCANTI, 2005; RIELLA,
2010).

A ativacdo alterada do SRAA intrarrenal tem sido considerada uma das principais
causas do dano renal que ocorre no diabetes (BREZNICEANU et al., 2008; LIU et al., 2008),
uma vez que o tratamento com blogueadores de Ang Il em animais, cujo DM foi induzido por
estreptozotocina (STZ), e em humanos, levou a normalizacdo da excrecdo urinaria de
proteinas e também a reducdo das mudancas estruturais renais (REMUZZI et al., 1993;
VOLPINI et al., 2003; ZATZ et al., 1986). Em pacientes diabéticas ndo-gravidas e em ratas
que tiveram inducdo do diabetes por STZ, a atividade plasmatica da renina aparece normal ou
baixa, respectivamente, e a atividade de ECA aumentada em humanos e ratos (ERMAN et al.,
1993; van DIJK et al., 1994). Células mesangiais em cultura expostas a elevadas
concentragOes de glicose aumentaram a producdo de angiotensinogénio, bem como 0s niveis
de Ang Il (SINGH et al., 2003). Também ja foi demonstrado que a Ang Il estimula a sintese
de proteinas da matriz por células mesangiais, além de inibir sua degradacdo, efeitos que
foram bloqueados apds o uso de losartan (SINGH et al., 1999).

A ND é uma consequéncia microvascular crénica do DM que acomete
aproximadamente 35% dos pacientes com DM 1, sendo a principal causa de morte neste
grupo, aumentando o risco de obito em 100 vezes. Nos pacientes com DM 2, sua prevaléncia
varia de 10 a 40%, estando associada a um aumento da mortalidade de aproximadamente 5
vezes (GRAF; CLAPAUCH; LYRA, 2009; HOOGWERF, 2010; LYRA; CAVALCANTI,
2005; OLUGBENGA et al., 2004; RIELLA, 2010; SHLIPAK, 2010).
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A ND caracteriza-se por lesdo glomerular com niveis aumentados de excregéo urinaria
de albumina, de microalbuminuria a macroalbuminuria, podendo evoluir até a insuficiéncia
renal cronica terminal e dialitica, sendo inclusive um preditor de mortalidade nestes pacientes
(BERHANE et al., 2011; GRAF; CLAPAUCH; LYRA, 2009; LYRA; CAVALCANTI, 2005;
RIELLA, 2010). Os valores laboratoriais para microalbumindria sdo: normal, quando a
excrecdo proteica € inferior a 30 mg/dia; microalbumindria, 30-300 mg/dia; e
macroalbuminuria, maior que 300 mg/dia (KIRSZTAJN, 2010).

Para o desenvolvimento da ND, ha fatores genéticos (polimorfismos nos genes da
ECA, PPARg2, K121Q e Ala54Thyr) e ndo-genéticos envolvidos (controle glicémico
irregular, hipertensdo arterial ndo controlada, tabagismo, dislipidemia, dieta hiperproteica).
Fisiopatologicamente, dados a hiperglicemia e acdes mediadas pela Ang Il como aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS), ativacdo de fatores de crescimento (Platelet-derived
Growth Factor [PDGF — fator de crescimento derivado de plaquetas], Transforming Growth
Factor B [TGF-B — fator de transformacgdo do crescimento (], TNF-a) e infiltracdo de
macrofagos, ha inducdo da hiperfiltracdo, hipertensdo e hipertrofia glomerular com o
comprometimento dos quatro tipos de células glomerulares: mesangiais, endoteliais e
epiteliais visceral e parietal; inflamacdo tecidual, com aumento progressivo da matriz
mesangial, colapso capilar, fibrose, glomerulosclerose, com conseqiente perda da filtracdo
glomerular (GRAF; CLAPAUCH; LYRA, 2009; KAGAMI, 2012; LEEHY et al., 2000; LIM;
TESCH, 2012; LYRA; CAVALCANTI, 2005; O’DONNELL et al, 1998; OLUGBENGA et
al., 2004; RAPARIA; USMAN; KANWAR, 2013; RIELLA, 2010; ZATZ, 2000).

Além disso, 0 DM pode interferir na proliferacdo celular que ocorre no tecido renal. O
Proliferation Cell Nuclear Antigen (PCNA) é uma proteina nuclear de 36 kD, cuja expressao
esta relacionada com a fase S do ciclo celular (CELIS; CELIS, 1985; HALL et al., 1990), ou
seja, em estudos imunohistoquimicos, células PCNA positivas (PCNA™) indicam células em
proliferacdo (HALL et al., 1990; MARQUEZ et al.,, 2002). Young e colaboradores
verificaram um aumento no nimero de células PCNA™ em glomérulos de ratos diabéticos que
ndo receberam insulina, esse aumento foi evidente um dia ap6s a inducdo, atingiu um pico de
expressao no terceiro dia, persistindo por 30 dias, sendo a resposta proliferativa totalmente
abolida pela terapia com insulina (YOUNG et al., 1995). Em outro estudo, ratos diabéticos
tratados com insulina apresentaram menor quantidade de células PCNA® em células
mesangiais, poddcitos e tubulointersticiais (GROSS et al., 2003).

Outro componente que pode estar alterado no DM ¢ a a-Smooth Muscle Actin (a-

SMA), uma proteina que tem funcdo de contratilidade e que se restringe a musculatura lisa
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dos vasos em rins adultos normais (JOHNSON et al., 1991). Sob condigdes patoldgicas,
algumas células renais podem apresentar alteragdes no seu fen6tipo e passarem a expressar o.-
SMA. Nesse caso, citocinas agem em células renais (tubulares e mesangiais), além de
fibroblastos, induzindo proliferacdo e modificando seus fendtipos para miofibroblastos
(GELEILETE et al.,, 2001). Estas células comegam a expressar a-SMA e aumentam a
producdo de coladgeno e outros componentes da MEC (EDDY, 1996; HOWIE et al., 1995;
ZHANG; MOORHEAD; EL NAHAS, 1995). Um aumento na expressdo de a-SMA também
foi verificado em glomérulos de ratos diabéticos ndo tratados com insulina, tornando-a uma
preditora de ND progressiva (ESSAWY et al., 1997; YOUNG, 1995).

1.5 SRAA, gravidez e DM

E amplamente conhecido que o risco de efeitos adversos, tanto para a mae quanto para
o filho, é maior em pacientes com diabetes pré-gestacional (tipos 1 e 2) se comparado com a
populacdo geral (TAYLOR; DAVISON, 2007). Similarmente, sabe-se que a glicemia
desregulada durante os segundo e terceiro trimestres de gestacdo estd associada com o
aumento na taxa de parto prematuro, pré-eclampsia (PE), macrossomia, morbidade e
mortalidade materna e perinatal (GALINDO et al., 2006; REMSBERG et al., 1999). A PE é
uma doenca hipertensiva peculiar a gravidez humana e caracteriza-se pelo desenvolvimento
gradual de hipertensao, proteinaria, edema generalizado e, as vezes, alteragdes da coagulacao
e da funcdo hepética (PASCOAL, 2002). A PE afeta de 5 a 7% das mulheres na primeira
gravidez e se repete em 13 a 18% em gravidez subsequente (BOMBRYS et al., 2008; HNAT,
2008). Esse numero sobe para 40% em mulheres com nefropatia incipiente e 47% em
mulheres com nefropatia declarada (MIODOVNIK et al., 1996). Por estas razdes, recomenda-
se um controle glicémico rigoroso tanto no periodo pré-gestacional, quanto durante a gestacédo
(ADA, 2013; GEDE, 2006).

Em geral, mulheres com diabetes e nefropatia tém algum grau de agravamento durante
a gestacdo, a proteinuria aumenta em consequéncia do aumento da TFG, assim como
aumentam as complicacGes perinatais. Tanto a microalbumindria como a nefropatia mais
grave associam-se a maior risco de parto prematuro, sobretudo por PE. A gravidez ndo parece

associar-se ao agravamento permanente da funcdo renal, a ndo ser que ocorra hipertensao
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arterial mal controlada ou creatininemias na pré-concepgdo superiores a 1,5 mg/dL (IRFAN et
al., 2004; JONES et al., 1996; PURDY et al., 1996).

Mulheres com hipertensdo gestacional acompanhada de proteindria tem risco
aumentado de desenvolver doencga renal cronica (DRC) quando comparadas com mulheres
gravidas normotensas (MANNISTO et al., 2013). A gravidez em mulheres com DRC ¢
considerada de alto risco (FISCHER et al., 2004; HOU, 1999), uma vez que pode produzir
efeitos adversos tanto a mae quanto ao filho (NEVIS et al., 2011), na medida em que 0s rins
ndo sdo capazes de se adaptarem as mudancas fisioldgicas normais de uma gravidez
(EPSTEIN, 1996; LINDHEIMER; DAVISON; KATZ, 2001).

Mulheres com ND que ndo tém uma queda na creatinina no segundo trimestre de
gestacdo sdo mais propensas a terem mais complicacdes na gravidez, provavelmente
relacionadas com a incapacidade de acomodacdo das alteracBes fisiologicas da TFG
necessarias durante a gravidez (KITZMILLER; COMBS, 1996). Mulheres hipertensas com
baixa TFG apresentaram piora nos dados renais ap6s a gravidez, havendo o desenvolvimento
de proteindria (BIESENBACH et al., 1999), que geralmente retorna aos niveis basais apds o
parto (GORDON et al., 1996). Sabe-se que a terapia anti-hipertensiva com a inibicdo da ECA
tem importancia para reduzir o risco de complicagbes renais em pacientes com DM 1 com
microalbumindria (MATHIESEN et al., 1999) e ND (LEWIS et al., 1993). No entanto, esta
inibicdo durante a gravidez esta associada a malformacéo congénita (COOPER et al., 2006) e
faléncia renal do feto (SHOTAN et al., 1994).

Mulheres com ND apresentam risco aumentado de terem faléncia renal durante e apds
a gravidez e eventualmente morbidade ou morte por doencas macrovasculares. Aquelas que
apresentam insuficiéncia renal média a moderada geralmente experimentam nenhuma
aceleragcdo permanente na taxa de declinio da fungéo renal durante a gravidez e no pos-parto
No entanto, em mulheres com insuficiéncia renal grave, o declinio da funcéo renal durante a
gravidez pode persistir no periodo p6s-parto (SINGH, 2012).

Nas mulheres diabéticas com microalbumindria ou ND, o efeito da terapia anti-
hipertensiva em relacdo ao desenvolvimento e progressdo da hipertensdo e proteinuria durante
a gravidez parece promissor quando se faz uso de drogas anti-hipertensivas consideradas
seguras durante a gravidez. Realizou-se um estudo prospectivo com mulheres gravidas com
DM 1 com normoalbumindria, microalbumindria ou ND, que foram submetidas a uma
estratégia terapéutica anti-hipertensiva. Embora menos grave do que em estudos anteriores, a

ND ainda esteve associada com resultados mais adversos na gravidez, como PAS média
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maior, aumento da creatinina sérica, diminui¢do da TFG, parto prematuro e PE (NIELSEN;
DAMM; MATHIESEN, 2009).

1.5 Justificativa

Diversas linhas de evidéncias indicam que a hemodindmica renal é alterada no DM
clinico e experimental e que as mudancas na funcdo hemodinamica renal desempenham um
papel importante na patogénese da nefropatia comumente vista nesta desordem metabdlica
(BERMAN; RIFKIN, 1973; MAUER et al.,, 1978; MOGENSEN; ANDERSEN, 1975;
REUBI, 1953; STEFFES; BROWN; MAUER, 1978).

Dados do nosso laboratorio, ja aceitos para publicagdo (FRANGCA-SILVA;
OLIVEIRA; BALBI, 2015), evidenciaram os efeitos do diabetes materno sobre o
desenvolvimento e funcao renais dos filhotes de ratas Wistar, demonstrando que esta doenca
pode induzir um programming de lesdo renal na prole de mées hiperglicémicas, uma vez que
houve alteragdes estruturais importantes que resultaram em queda da TFG e aumentos da PAS
e da excrecdo urinaria de proteinas. Estas alteracdes podem ter sido mediadas por mudangas
no padrdo de expressdo de MAPK como p-JNK e p-p38 (OLIVEIRA, 2014).

Uma vez que o diabetes pode resultar em danos renais para os filhos de maes
diabéticas, é possivel que as mées também possam sofrer efeitos deletérios dessa doenga no
periodo pés-parto. Embora existam muitos estudos sobre alteracdes renais ocorridas em ratas
diabéticas durante a gestacdo, em pacientes renais cronicas que engravidaram, ou pacientes
gue passaram por transplante renal e engravidaram, etc, ndo existem dados na literatura sobre
os efeitos renais do diabetes, induzido durante a gestagdo e mantido no periodo pos-parto,
para as maes em longo prazo.

Assim, a realizacéo desse trabalho podera contribuir com algumas destas informacdes.
Além disso, poderé evidenciar se a gravidez tem alguma participagdo nas alteracfes renais
decorrentes do diabetes, no periodo pds-parto, e se estas alteragfes encontram-se associadas

as mudancas na expressao de MAPK.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

e Auvaliar as alteracdes estruturais renais, bem como a expressdo de MAPK, no cortex
renal de ratas com diabetes induzido durante a gestacéo e mantido no pos-parto; e

e Avaliar as alteracGes funcionais em ratas com diabetes induzido durante a gestacao e
mantido no pos-parto.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar as alteragdes estruturais renais de ratas com diabetes induzido durante a
gestacdo e mantido no pos-parto;

e Avaliar o nimero de células em proliferacdo (PCNA) e a expressdao de a-SMA no
cértex renal de ratas com diabetes induzido durante a gestacdo e mantido no pos-parto;

e Avaliar o padrdo de expressdo das MAPKs p-JNK e p-p38 no cortex renal de ratas
com diabetes induzido durante a gestacdo e mantido no pos-parto;

e Avaliar a TFG de ratas com diabetes induzido durante a gestacdo e mantido no pés-
parto; e

e Auvaliar a PAS de ratas com diabetes induzido durante a gestacdo e mantido no pdés-
parto.



28

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacio de Animais
da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU: 056/14) (Anexo A).

3.1.1 Grupo nao-gravidico

Foram utilizadas 24 fémeas de 180g com &gua e ra¢do ad libitum, separadas em caixas
individuais e divididas nos seguintes grupos:
e Grupo 1 (Gl - Controles sem gravidez): fémeas que receberam injecéo
intraperitoneal de solucdo salina 0,9% (n=5);
e Grupo 2 (G2 - Diabéticas sem gravidez): fémeas que receberam injecao
intraperitoneal de aloxana (100 mg/kg) (Sigma-Aldrich) diluida em solugdo salina
0,9% (n=6).

3.1.1 Grupo gravidico

Foram utilizados para acasalamento 20 ratos Wistar machos de 300g e 276 fémeas de
180g separados em caixas por sexo, com agua e racdo ad libitum. No final da tarde de cada
dia, as fémeas foram colocadas nas caixas dos machos na proporcao de 2 a 3 fémeas para cada
macho. No inicio da manha seguinte foi realizado o esfregaco vaginal de cada rata para
verificacdo de uma possivel gravidez pela presenca de espermatozoides no esfregaco. Uma
vez gravidas, as fémeas foram postas em caixas individuais e divididas nos seguintes grupos:

e Grupo 3 (G3 — Maes Controles): maes que receberam injecdo intraperitoneal de

solucéo salina 0,9% no primeiro dia da gestacdo (n=12);



29

e Grupo 4 (G4 — Maes Diabéticas): maes que receberam injecdo intraperitoneal de
aloxana (100 mg/kg) (Sigma-Aldrich) diluida em solu¢éo salina 0,9% no primeiro dia

da gestacdo (n=12).

As ratas de todos os grupos ficaram de jejum por cerca de 24 horas para a indugdo do
diabetes através da droga aloxana ou administracdo de salina. Foi utilizada uma solucéo de
glicose 20% durante 24 horas para evitar a morte das ratas por hipoglicemia, uma vez que a
aloxana, ao destruir as células -pancredticas, libera grande quantidade de insulina. Dois dias
pos-administracdo, foi coletada uma gota de sangue da cauda das fémeas para verificacdo da
glicemia com o auxilio de um glicosimetro, sendo consideradas diabéticas as ratas que
tiveram glicemia maior ou igual a 150 mg/dL. Esporadicamente foi administrada uma unidade
de insulina/rata para garantirmos a sobrevivéncia das mesmas até o final do protocolo
experimental.

Cerca de 50 dias apds o parto de G3 e G4 e também em tempo correspondente para G1 e
G2, os animais foram submetidos a estudos funcionais (determinacdo de PAS e TFG),

estruturais e imunohistoquimica.

3.2 Determinacéo da PAS

A PAS foi avaliada de maneira indireta por pletismografia. Antes da medida efetiva de
PAS, os animais passaram por um periodo de habituacédo de 4 dias, com medida efetiva no 5°
dia. Tanto para a habituagdo, quanto para a medida efetiva, os animais foram previamente
aquecidos em uma cadmara durante alguns minutos e, em seguida, submetidos a mensuragao
da PAS utilizando-se um manguito e um eletrodo, colocado diretamente na cauda desses
animais. Os sinais captados foram amplificados pelo software PowerLab (ADInstruments) e

convertidos pelo LabChart 7 Pro (ADInstrutments) em valores de PAS em mmHg.

3.3 Estudos de funcéo renal

Para os estudos de funcao renal de todos os grupos, as ratas foram colocadas em

gaiolas metabdlicas durante 24 horas para adaptagdo. Em seguida, permaneceram por mais 24
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horas para a coleta de urina, quando também foi coletada uma amostra de sangue através de
ordenhamento de cauda. Para determinacdo do clearance de creatinina e, consequentemente,
da TFG, a dosagem de creatinina urinaria e plasmatica foi feita utilizando-se um método
colorimétrico (YAN et al., 2014).

3.4 Retirada dos rins

Apds os estudos funcionais, os animais foram devidamente anestesiados com halotano
(Cristalia) e tiveram os rins coletados para a realizacdo das analises histoldgica e
imunohistoquimica. Os animais foram pesados antes da coleta, assim como o0s rins,
posteriormente. O rim direito foi fixado em metacarn por 24 horas e o esquerdo em bouin por
4 horas e, posteriormente, lavados em alcool 70%. Em seguida, os rins foram processados e
incluidos em parafina para a realiza¢do de cortes de 4 pum de espessura com auxilio de um

micrétomo.

3.5 Analises histoldgica e morfométrica

As laminas foram coradas com tricromico de Masson, Picrosirius Red e azul de
toluidina. A coloracdo com tricromico de Masson permitiu a analise do tecido renal, bem
como a contagem do numero de glomérulos/area de secgéo renal e medida da area de secgédo
renal total. Esta medida foi realizada através do escaneamento das ld&minas no Scanner HP
Scanjet 2400. Além disso, determinaram-se as medidas das areas totais dos glomérulos, dos
tufos glomerulares e dos espacos capsulares de 20 glomérulos aleatdrios/lamina capturados no
aumento de 40x com o auxilio de um microscopio (Leica ICC50) acoplado a uma video-
camera, que transmitia as informacbes para o computador. A quantificacdo das areas
supracitadas foi realizada no programa Image J (Versdo 1.4).

A coloracdo com Picrosirius Red foi utilizada para quantificacdo de coldgeno. Nesta
etapa, foram capturadas imagens da lamina inteira no aumento de 10x e a ferramenta
Threshold do programa Image J (Verséo 1.4) foi utilizada para quantificar a porcentagem de
area marcada com coldgeno. Ja a coloragdo de azul de toluidina permitiu a identificacdo e

contagem de mastocitos/area em um microscopio de luz.
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3.6 Andlise imunohistoquimica

Para as imunorreagBes, os cortes foram incubados com o0s anticorpos primarios
monoclonais anti-a-SMA (1:1000 — DAKO Corporation), anti-p-JNK (1:30 — Santa Cruz
Biotechnology) e anti-p-p38 (1:400 — Sigma Chemical Company), overnight a 4°C, e
monoclonal anti-PCNA (1:1000 — Sigma Chemical Company), durante 30 minutos em
temperatura ambiente.

Em seguida, os cortes foram submetidos a uma nova incubacao, agora com anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo (1:200 — monoclonal — Vector Laboratories) durante 30
minutos em temperatura ambiente. A reagdo foi detectada com o sistema avidina-biotina
peroxidase (Vector Laboratories), sendo que a adigédo de 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Sigma
Chemical Company) juntamente com perédxido de hidrogénio permitiu o desenvolvimento de
cor e a contracoloracao foi feita com metilgreen (a-SMA, PCNA e p-p38) ou hematoxilina de
Harris (p-JNK).

Foi utilizado também solucdo de Phosphate Buffered Saline (PBS — tampdo fosfato
salino) com Bovine Serum Albumin (BSA — albumina bovina — Sigma Chemical Company)

5% para diluir os anticorpos e, assim, bloquear liga¢des inespecificas.

3.7 Avaliacdo dos resultados de imunohistoquimica

A imunohistoquimica para os anticorpos anti-a-SMA e p-JNK foi avaliada analisando-
se a porcentagem do glomérulo ou do compartimento tubulointersticial (TBI) renal marcado,
atribuindo-se um escore de 0 a 4. O escore 0 equivale em 0 a 5% do campo marcado, o escore
1, entre 5 e 25%, 0 escore 2, entre 25 e 50%, o0 escore 3, entre 50 e 75% e o escore 4, entre 75
e 100% (KLIEM et al., 1996). Ja as reacOes de PCNA e p-p38 foram analisadas pela
contagem de células positivas por glomérulo ou compartimento TBI renal. Foi determinado
um escore ou numero médio de células por compartimento TBI e glomerular para cada

animal, sendo que andlise foi realizada na lamina inteira.



32

3.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism Version 5.00 (Trial).
Verificou-se primeiramente se os dados apresentavam ou nao distribuicdo normal utilizando-
se 0 teste de Kolmogorov-Smirnov. Como os dados ndo apresentaram distribuicdo gaussiana e
dada a necessidade de se comparar 4 grupos no mesmo momento, optou-se pelo teste néo-
paramétrico de Kruskall-Wallis, com pds-teste de Dunn. O nivel de significancia adotado foi
de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Animais e indugéo de diabetes

Foram utilizadas 300 ratas durante todo o protocolo experimental. Destas, 24 foram

destinadas para 0s grupos ndo-gravidicos e 276, para 0s grupos gravidicos.

4.1.1 Grupo ndo-gravidico

Tendo em vista 0 nimero de animais pertencentes a este grupo, do total de ratas
usadas durante os experimentos, 5 foram destinadas para o G1 e 19 para o G2. Houve 52,63%
(n=10) de sucesso na inducdo do diabetes com aloxana nos animais de G2. No entanto,
daquelas que ficaram hiperglicémicas, apenas 6 sobreviveram até o final do desenho

experimental. A glicemia média de G2 verificada apds a inducéo foi de 416,55 mg/dL.

4.1.2 Grupo gravidico

Considerando todas as ratas colocadas para acasalamento e que foram consideradas
gravidas (n=276) e, em seguida, submetidas a inducdo do diabetes com aloxana, apenas 19%
(n=57) ficaram diabéticas. Quanto ao nascimento dos filhotes, em G3, 87,5% (n=21) das ratas
pariram, enquanto que, em G4, somente 24,56% (n=14) tiveram seus filhotes, ou seja, em G4,
75,43% das ratas consideradas gravidas ndo pariram e/ou morreram. A média de
filhotes/ninhada do G3 foi de 11,11, com nimero médio de 6 fémeas e 5,11 machos. Ja 0 G4
apresentou nimero médio de 10,6 animais/ninhada, com média de 5,2 fémeas e 5,4 machos. A
glicemia media verificada apos a inducdo foi de 404,42 mg/dL para as ratas do G4.
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4.2 Quadro de diabetes e estudos funcionais

Com relacdo a inducao e manutencgdo do diabetes, apos o periodo de acompanhamento
dos animais, observou-se que a glicemia foi maior nos animais G2 (338 £ 77,02) e G4 (403 =
57,09) quando comparados aos de G1 (108 + 7,29) e de G3 (118 + 5,87), mas ndo houve
diferencas entre os grupos G2 e G4 (Figura 2; Tabela 1). Além disso, os animais diabéticos
de G2 (60,20 + 16,01) e G4 (58,78 + 11,26) apresentaram maior volume urinario que 0s

animais de G1 (13,20 £ 1,46) e G3 (16,72 + 1,96), mas ndo houve diferengas significativas
entre eles (Figura 3; Tabela 1).

Figura 2 — Valores glicémicos apresentados pelas ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2
(Diabéticas sem gravidez), G3 (Mées Controles) e G4 (Mées Diabéticas).

Glicemia
500- - Hekk | dekk .
1%3 3 G1: Controles sem gravidez

~T 400- -T- [ G2: Diabéticas sem gravidez
% B3 G3: Maes Controles
£ 300+ @ G4: Maes Diabéticas
)
£ 200-
@
&
O 100+ I-—-l

o J

Grupos

Fonte: A autora (2015).

Valores de glicemia dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5), G2 (Diabéticas sem
gravidez: n=6), G3 (Mdes Controles: n=12) e G4 (M&es Diabéticas: n=12). Os dados sdo expressos
como Média + EPM; *! p<0,05 (vs. Controles sem gravidez: G1); ** p<0,05 (vs. Mées Controles: G3);
**xl n<0,001 (vs. Controles sem gravidez: G1); **** p<0,001 (vs. Maes Controles: G3) (Teste de
Kruskall Wallis, com p6s-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 3 — Volume urinério apresentado pelas ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2
(Diabéticas sem gravidez), G3 (Mées Controles) e G4 (Mé&es Diabéticas).

Volume Urinario (VU)
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3 G1: Controles sem gravidez
80 *1%3 [ G2: Diabéticas sem gravidez
g 3 G3: Maes Controles
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204
0 I |

Grupos

Fonte: A autora (2015).

Valores urinarios dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5), G2 (Diabéticas sem
gravidez: n=6), G3 (Mdes Controles: n=12) e G4 (Mées Diabéticas: n=12). Os dados sdo expressos
como Média + EPM; *! p<0,05 (vs. Controles sem gravidez: G1); ** p<0,05 (vs. Méaes Controles: G3)
(Teste de Kruskall Wallis, com p6s-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Tabela 1 — Dados de glicemia e volume urinario das ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez),
G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes Diabéticas).

Grupos Glicemia (mg/dL) Volume urinario (mL/24h)
G1 108,00 + 7,29 13,20 + 1,46
G2 338,80 + 77,02%" *° 60,20 + 16,01* *°
G3 118,70 £ 5,87 16,72 + 1,96
G4 403,4 + 57,09%**" w3 58,78 + 11,26*" *°

Fonte: A autora (2015).

Valores glicémicos e volume urinario dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2
(Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles) e G4 (Maes Diabéticas). Os dados sdo expressos
como Média + EPM; *! p<0,05 (vs. Controle sem gravidez: G1); ** p<0,05 (vs. Mées Controles: G3);
**xl n<0,001 (vs. Controles sem gravidez: G1); **** p<0,001 (vs. Maes Controles: G3) (Teste de
Kruskall Wallis, com p6s-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

N&o houve diferengas significativas nos valores de TFG entre 0s grupos estudados, mas
em G4 percebeu-se uma tendéncia a redugdo (0,77 £ 0,13), quando comparado a todos o0s
outros grupos (G1: 1,30 £ 0,31; G2: 1,38 + 0,35; G3: 1,39 £ 0,25) (Figura 4; Tabela 2). Com
relacdo a medida da PAS, verificada por pletismografia, ndo foram registradas diferencas

significativas entre os grupos estudados (Figura 5; Tabela 2).
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Figura 4 — Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) apresentada pelas ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles) e G4 (Mées Diabéticas).

Taxa de Filtracao Glomerular (TFG)
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Fonte: A autora (2015).

Determinagdo da TFG pelo clearance de creatinina nos animais dos grupos G1 (Controles sem
gravidez: n=5), G2 (Diabéticas sem gravidez: n=6), G3 (Mdaes Controles: n=12) e G4 (Maes
Diabéticas: n=12). Os dados sdo expressos como Média £ EPM. (Teste de Kruskall Wallis, com pés-
teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 5 — Presséo arterial sistolica (PAS) apresentada pelas ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mdes Controles) e G4 (Méaes Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Determinacgdo de PAS por pletismografia nos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5),
G2 (Diabéticas sem gravidez: n=6), G3 (Maes Controles: n=12) e G4 (Maes Diabéticas: n=12). Os
dados s&o expressos como Média + EPM. (Teste de Kruskall Wallis, com pos-teste de Dunn). O nivel
de significancia adotado foi de p<0,05.
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Tabela 2 — Dados de TFG e PAS das ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas
sem gravidez), G3 (Méaes Controles) e G4 (Maes Diabéticas).

Grupos TFG (mL/min/rata) PAS (mmHg)
Gl 1,30 £ 0,31 120,90 £ 5,29
G2 1,38+ 0,35 132,90 + 10,19
G3 1,39 £ 0,25 122,20 +£ 3,73
G4 0,77 +0,13 123,10 £ 5,95

Fonte: A autora (2015).

TFG determinada pelo clearance de creatinina e PAS avaliada por pletismografia dos animais dos
grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas). Os dados sdo expressos como Média £ EPM. (Teste de Kruskall Wallis, com pos-teste de
Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

4.3 Anélise dos pesos corporal e renal

Com relacdo ao peso dos rins e peso corporal das ratas estudadas, G4 (0,0085 + 0,0005)
apresentou maior relacdo peso do rim total/peso do corpo quando comparado a G1 (0,0065 +
0,0001), sem diferencgas significativas entre os demais grupos estudados (Figura 6; Tabela 3).
No entanto, os animais de G3 (0,0039 + 0,0001) e G4 (0,0042 + 0,00029) apresentaram maior
relacdo peso do rim direito/peso do corpo quando comparados ao G1 (0,0030 + 0,0000), mas 0s
valores ndo foram diferentes entre si (Figura 7; Tabela 3). Ja a relacdo peso rim esquerdo/peso
do corpo foi maior em G4 (0,0042 + 0,0002) quando comparado ao G1 (0,0028 + 0,0002)
(Figura 8; Tabela 3).
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Figura 6 — Relacdo peso renal total/peso corpo apresentada pelas ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles) e G4 (Mées Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Relacdo peso do rim total/peso corpo dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez: n=6), G3 (Méaes Controles: n=12) e G4 (Maes Diabéticas: n=12). Os dados
s&0 expressos como Média = EPM; *' p<0,05 (vs. Controles sem gravidez: G1) (Teste de Kruskall
Wallis, com pés-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 7 — Relacdo peso do rim direito/peso do corpo apresentada pelas ratas dos grupos G1
(Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Relacéo peso do rim direito/peso corpo dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez: n=6), G3 (Maes Controles: n=12) e G4 (Maes Diabéticas: n=12). Os dados
sd0 expressos como Média + EPM; *' p<0,05 (vs. Controles sem gravidez: G1); **' p<0,01 (vs.
Controle sem gravidez: G1) (Teste de Kruskall Wallis, com pos-teste de Dunn). O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05.
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Figura 8 — Relagdo peso do rim esquerdo/peso do corpo apresentada pelas ratas dos grupos G1
(Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Relacdo peso do rim esquerdo/peso corpo dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5),
G2 (Diabéticas sem gravidez: n=6), G3 (Maes Controles: n=12) e G4 (Maes Diabéticas: n=12). Os
dados sdo expressos como Média + EPM; **' p<0,01 (vs. Controle sem gravidez: G1) (Teste de
Kruskall Wallis, com p6s-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Tabela 3 — Dados da relagdo peso rim total/peso do corpo (PR/PC), peso rim direito/peso do corpo
(PRd/PC) e peso rim esquerdo/peso do corpo (PRe/PC) das ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mdes Controles) e G4 (Méaes Diabéticas).

Grupos PR/PC PRd/PC PRe/PC
Gl 0,0065 + 0,0001 0,0030 + 0,0000 0,0028 + 0,0002
G2 0,0070 + 0,0006 0,0034 + 0,0000 0,0036 + 0,0005
G3 0,0075 + 0,0003 0,0039 + 0,0001*" 0,0034 + 0,0001
G4 0,0085 + 0,0005*" 0,0042 + 0,0002**" 0,0042 + 0,0002 ***

Fonte: A autora (2015).

Relacdo peso rim total/peso do corpo (PR/PC), peso rim direito/peso do corpo (PRd/PC) e peso rim
esquerdo/peso do corpo (PRe/PC) dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2
(Diabéticas sem gravidez), G3 (Méaes Controles) e G4 (Maes Diabéticas). Os dados sdo expressos
como Média + EPM; *! p<0,05 (vs. Controle sem gravidez: G1); **' p<0,01 (vs. Controle sem
gravidez: G1) (Teste de Kruskall Wallis, com pés-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi
de p<0,05.
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4.4 Andlises histoldgica, morfométrica e imunohistoquimica

A coloragdo com Tricrébmico de Masson permitiu a determinacdo da area de seccéao
renal total, areas totais dos glomérulos, dos tufos glomerulares e dos espacos capsulares, bem
como a contagem do namero de glomeérulos/area de seccdo renal. A area de seccao renal total
foi significativamente maior em G3 (50,76 £ 2,21) quando comparada a G2 (38,38 + 3,84),
assim como houve reducdo significativa desta area em G4 (43,94 + 1,84) em relagdo a G3
(Figura 9; Tabela 4). A anélise estatistica mostrou que nao houve diferenca significativa
quanto as areas glomerulares totais (Figura 10; Tabela 4) e aos espacos capsulares (Figura
11; Tabela 4), entre os grupos estudados. Entretanto, a area do tufo glomerular foi
significativamente maior em G3 (7,90 = 0,31) e G4 (8,00 + 0,27) quando comparadas a G1
(6,22 £ 0,36) e G2 (6,50 = 0,36) (Figura 12; Tabela 4).

Figura 9 — Area de seccéo renal total apresentada pelas ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez),
G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Méaes Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Medida da area de seccdo renal total dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez: n=6), G3 (Mé&es Controles: n=12) e G4 (Maes Diabéticas: n=12). Os dados
s40 expressos como Média + EPM; *? p<0,05 (vs. Diabéticas sem gravidez: G2); ** p<0,05 (vs. Maes
Controles: G3) (Teste de Kruskall Wallis, com pos-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi
de p<0,05.
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Figura 10 — Area glomerular apresentada pelas ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2
(Diabéticas sem gravidez), G3 (Mées Controles) e G4 (Mé&es Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Medida da area do glomérulo dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5), G2 (Diabéticas
sem gravidez: n=6), G3 (Maes Controles: n=12) e G4 (Maes Diabéticas: n=12). Os dados sdo expressos
como Média + EPM. (Teste de Kruskall Wallis, com poés-teste de Dunn). O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05.

Figura 11 — Area de espaco capsular apresentada pelas ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez),
G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Medida da area do espago capsular dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez: n=6), G3 (Maes Controles: n=12) e G4 (Maes Diabéticas: n=12). Os dados
sdo expressos como Média £ EPM. (Teste de Kruskall Wallis, com pds-teste de Dunn). O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 12 — Area do tufo glomerular apresentada pelas ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez),
G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Medida da area do tufo glomerular dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez: n=6), G3 (Mées Controles: n=12) e G4 (Maes Diabéticas: n=12). Os dados
sd0 expressos como Média + EPM; *' p<0,05 (vs. Controles sem gravidez: G1); ** p<0,05 (vs.
Diabéticas sem gravidez: G2) (Teste de Kruskall Wallis, com pos-teste de Dunn). O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

Tabela 4 — Dados de area de sec¢do renal total, de area glomerular, de tufo glomerular e de espago
capsular das ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes
Controles) e G4 (Maes Diabéticas).

Grupos Areadeseccdo  Areaglomerular Area de tufo Area de espaco
renal total glomerular capsular
Gl 41,39 + 2,40 8,72 +0,45 6,22 + 0,36 2,50+ 0,19
G2 38,38 + 3,84 8,57 +0,35 6,50 £ 0,36 2,07 £0,08
G3 50,76 + 2,21* 10,20 + 0,52 7,90 £ 0,31*" *° 1,92 +0,12
G4 43,94 +1,84* 10,38 £ 0,41 8,00 £ 0,27*! * 2,17+ 0,14

Fonte: A autora (2015).

Area de seccdo renal total, area glomerular, area de tufo glomerular e 4rea de espaco capsular dos
animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mées Controles)
e G4 (Méaes Diabéticas). Os dados sdo expressos como Média + EPM; *' p<0,05 (vs. Controle sem
gravidez: G1); ** p<0,05 (vs. Diabéticas sem gravidez: G2); **p<0,05 (vs. Mées Controles: G3) (Teste
de Kruskall Wallis, com pds-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Com relacdo a contagem do numero de glomérulos/area de sec¢do renal, ndo houve

diferenga estatistica entre os animais de todos os grupos estudados (Figura 13; Tabela 5).
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Figura 13 — Determinagdo do nimero de glomérulos/area de secgdo renal no cortex de ratas dos
grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mées Controles) e G4 (Méaes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Numero de glomérulos do cértex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez; n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez; n=6), G3 (Mdes Controles; n=12) e G4 (Maes Diabéticas; n=12) Os dados
sdo expressos como Média £ EPM. (Teste de Kruskall Wallis, com pés-teste de Dunn). O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

A coloracéo de Picrosirius Red permitiu a quantificacdo da porcentagem de colageno
cortical. Os animais de G2 (1,41 £ 0,14) e G4 (1,46 % 0,10) apresentaram maior porcentagem
de colageno cortical quando comparados aos seus respectivos controles (G1: 0,65 + 0,12; G3:
0,92 £ 0,08), que ndo apresentaram diferencas entre si. G4 ainda apresentou maior porcentagem

de colageno que G1 (Figuras 14 e 15; Tabela 5).
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Figura 14 — Coloracdo de Picrosirius Red do cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles) e G4 (Mées Diabéticas).

Fonte: A autora (2015).

Cortes histologicos do cortex renal dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez- A), G2
(Diabéticas sem gravidez - B), G3 (Mdes Controles - C) e G4 (Maes Diabéticas - D), respectivamente,
corados com Picrosirius Red. Observar maior deposi¢do de colageno em G2 e G4 quando comparado

com G1 e G3. Barra =100 pm.
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Figura 15 — Quantificacdo da porcentagem de coldgeno cortical das ratas dos grupos G1 (Controles
sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Mées Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Quantificacdo da porcentagem de colageno cortical dos grupos G1 (Controles sem gravidez: n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez: n=6), G3 (Méaes Controles: n=12) e G4 (Maes Diabéticas: n=12). Os dados
s40 expressos como Média + EPM; **! p<0,01 (vs. Controle sem gravidez: G1); ** p<0,05 (vs. Maes
Controles: G3) (Teste de Kruskall Wallis, com pds-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi
de p<0,05.

A coloracdo de azul de toluidina permitiu a identificacdo e contagem do numero de
mastocitos/area do cortex renal. Os dados obtidos ndo mostraram diferencas estatisticas entre

0s grupos estudados (Figura 16; Tabela 5).
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Figura 16 — Contagem do numero de mastocitos/area do cortex renal de ratas dos grupos G1
(Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Mdes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

NUmero de mastocitos/area do cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez; n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez; n=6), G3 (Méaes Controles; n=12) e G4 (Maes Diabéticas; n=12) Os dados
sdo expressos como Média £ EPM. (Teste de Kruskall Wallis, com pés-teste de Dunn). O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

Tabela 5 — Dados de nimero de glomérulos, porcentagem de colageno cortical e nimero de
mastocitos/area do cortex renal das ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem
gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes Diabéticas).

Grupos NUmero de Coléageno cortical (%) Numero de
glomérulos mastocitos/area

Gl 4,17 £ 0,27 0,65+0,12 0,13 £0,07

G2 4,86 + 0,78 1,41 +0,14** 0,08 + 0,05

G3 4,24 £0,24 0,92 +0,08 0,08 + 0,05

G4 4,23 £0,27 1,46 0,10 **™*° 0,06 + 0,03

Fonte: A autora (2015).

Numero de glomérulos, porcentagem de colageno cortical e nimero de mastocitos/area do cortex renal
dos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes
Controles) e G4 (Méaes Diabéticas). Os dados sdo expressos como Média + EPM; **! p<0,01 (vs.
Controles sem gravidez: G1); ** p<0,05 (vs. Mées Controles: G3) (Teste de Kruskall Wallis, com pés-
teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

A imunorreacdo para PCNA realizada para deteccdo de células em proliferacdo

evidenciou que G3 apresentou aumento significativo das células glomerulares em proliferacdo
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(3,87 = 0,73) quando comparado a G1 (1,13 + 0,07) e G2 (1,49 + 0,28), enquanto G4
apresentou uma reducio de células PCNA™ glomerulares (2,08 + 0,21) quando comparado as
mées de G3 (Figuras 17 e 18; Tabela 6). Com relacdo a quantificacdo da imunorreacdo para
PCNA no compartimento TBI, observou-se que G3 (6,08 + 0,70) apresentou maior nimero de
células PCNA" em relagio a G1 (3,31 + 0,40). Ja 0 G4 (11,50 + 0,74) mostrou maior nimero de
células em proliferacdo quando comparado a todos os outros grupos (Figuras 17 e 19; Tabela
6).

Figura 17 — Imunorreacdo para células em proliferagdo (PCNA™) no cortex renal de ratas dos grupos
G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles) e G4 (Mées
Diabéticas).

_aN ) i
Fonte: A autora (2015).
Imunorreacdo para PCNA no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez - A), G2
(Diabéticas sem gravidez - B), G3 (Mées Controles - C) e G4 (Mé&es Diabéticas - D). Observar que o
nimero de células PCNA" por glomérulo é maior nos animais de G3 e menor em G4 e que no TBI ¢
maior em G4 do que nos demais grupos. Barra = 50 pm.
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Figura 18 — Quantificacdo do nimero de células PCNA™ por glomérulo no cortex renal de ratas dos
grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mées Controles) e G4 (Méaes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Expressdo de células PCNA™ por glomérulo no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez; n=5), G2 (Diabéticas sem gravidez; n=5), G3 (Maes Controles; n=9) e G4 (Mées Diabéticas;
n=7). Os dados s&o expressos como Média + EPM; **! p<0,01 (vs. Controles sem gravidez: G1); *?
p<0,05 (vs. Diabéticas sem gravidez: G2); ** p<0,05 (vs. Mées Controles: G3) (Teste de Kruskall
Wallis, com p6s-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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Figura 19 — Quantificacdo do nimero de células PCNA" TBI no cdrtex renal de ratas dos grupos G1
(Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Expressdo do nimero de células PCNA" TBI no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez; n=5), G2 (Diabéticas sem gravidez; n=6), G3 (Mdaes Controles; n=12) e G4 (Maes
Diabéticas; n=12). Os dados sdo expressos como Média + EPM; *' p<0,05 (vs. Controles sem
gravidez: G1); ***' p<0,001 (vs. Controles sem gravidez: G1); **** p<0,001 (vs. Diabéticas sem
gravidez: G2); **** p<0,001 (vs. Mées Controles: G3) (Teste de Kruskall Wallis, com p6s-teste de
Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.

Quanto a marcacdo de o-SMA glomerular, o0 G4 (0,14 + 0,03) apresentou maior
expressao glomerular de a-SMA do que G1 (0,04 + 0,01) e G3 (0,01 = 0,00) e uma tendéncia
a aumento quando comparado a G2 (0,06 £ 0,03) (Figuras 20 e 21; Tabela 6). A analise da
marcagdo para o TBI mostrou que G2 (0,33 + 0,03) apresentou maior expressao de a-SMA do
que as controles de G1 (0,18 + 0,02), assim como houve aumento da expressao desta proteina
no compartimento TBI de G4 (0,55 * 0,06) quando comparado aos demais grupos (G1, G2 e
G3) (Figuras 20 e 22; Tabela 6).
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Figura 20 — Imunorreacdo para a-SMA no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles) e G4 (Mées Diabéticas).

Fonte: A autora (2015).
Imunorreagdo para a-SMA no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez - A), G2
(Diabéticas sem gravidez - B), G3 (Maes Controles - C) e G4 (Méaes Diabéticas - D). Observar maior
expressao de a-SMA glomerular em G4 quando comparado a G1 e G3 e maior expressdo TBl em G2 e
G4. Barra = 50 pm.
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Figura 21 — Quantificacdo da expressao de a-SMA glomerular no cértex renal de ratas dos grupos G1
(Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).
Expressdo de a-SMA glomerular no cértex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez;
n=5), G2 (Diabéticas sem gravidez; n=6), G3 (Maes Controles; n=12) e G4 (Maes Diabéticas; n=12).
Os dados sdo expressos como Média = EPM; **! p<0,01 (vs. Controles sem gravidez: G1); **3 p<0,01
(vs. Maes Controles: G3) (Teste de Kruskall Wallis, com pds-teste de Dunn). O nivel de significancia
adotado foi de p < 0,05.

Figura 22 — Quantificacdo da expressdo de o-SMA TBI no cortex renal de ratas dos grupos G1
(Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Expresséo de a-SMA TBI no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez; n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez; n=6), G3 (Mdes Controles; n=12) e G4 (Maes Diabéticas; n=12). Os dados
sd0 expressos como Média + EPM; **! p<0,01 (vs. Controles sem gravidez: G1); **? p<0,01 (vs.
Diabéticas sem gravidez: G2); ** p<0,05 (vs. Diabética sem gravidez: G2); ***3 p<0,001 (vs. Mées
Controles: G3) (Teste de Kruskall Wallis, com p6s-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado
foi de p < 0,05.
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Tabela 6 — Nimero médio de células PCNA" e escore médio para a-SMA glomerular e TBI nos
animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles)
e G4 (Maes Diabéticas).

Grupos PCNA® PCNA® a-SMA a-SMA
glomerular TBI glomerular TBI
Gl 1,13 £ 0,07 3,31+ 0,40 0,04 +0,01 0,18 + 0,02
G2 1,49 +0,28 4,99 +0,63 0,06 + 0,03 0,33 £ 0,03**"
G3  3,87+£0,73 ** 6,08 + 0,70*" 0,01 + 0,00 0,12 + 0,02***
%2

G4 2,08 +0,21*° 11,50 + 0,74 ***1wxx2 0,14 + 0,03**1 0,55 + 0,06*** *?

KA k3 *%x3 Kk

Fonte: A autora (2015).

Numero médio de células PCNA" e escore médio para a-SMA glomerular e TBI dos animais dos grupos
G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas). Os dados sdo expressos como Média + EPM; **! p<0,01 (vs. Controle sem gravidez: G1);
*2 n< 0,05 (vs. Diabéticas sem gravidez: G2); ** p< 0,05 (vs. Mdes Controles: G3); *' p<0,05 (vs.
Controles sem gravidez: G1); ***!' p<0,001 (vs. Controles sem gravidez: G1); ***? p<0,001 (vs.
Diabéticas sem gravidez: G2); **** p<0,001 (vs. Maes Controles: G3); *** p<0,01 (vs. Maes Controles:
G3); **? p<0,01 (vs. Diabéticas sem gravidez: G2) (Teste de Kruskall Wallis, com pos-teste de Dunn).
O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.

A imunorreacdo para p-p38 revelou maior expressdo desta MAPK nos glomérulos das
ratas de G2 (18,39 + 0,46) e G3 (17,78 + 0,71) quando comparadas as de G1 (13,83 + 0,79).
Ja G4 (14,06 + 0,66) apresentou reducdo na expressdo de células p-p38 positivas (p-p38°)
glomerulares quando comparado a G2 e G3 (Figuras 23 e 24; Tabela 7).
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Figura 23 — Imunorreacdo para p-p38 no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles) e G4 (Mées Diabéticas).

Fonte: A autora (2015).
Imunorreagdo para p-p38 no coértex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez - A), G2
(Diabéticas sem gravidez - B), G3 (Maes Controles - C) e G4 (Méaes Diabéticas - D). Observar maior
expressao de p-p38 glomerular em G2 e G3 e menor em G4. Barra = 50 pum.
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Figura 24 — Quantificacdo da expressao de p-p38 glomerular no cértex renal de ratas dos grupos G1
(Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Expressdo de p-p38 glomerular no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez; n=5),
G2 (Diabéticas sem gravidez; n=6), G3 (Maes Controles; n=9) e G4 (Maes Diabéticas; n=6). Os dados
s40 expressos como Média + EPM; *** p<0,01 (vs. Controles sem gravidez: G1); ***2 p<0,001 (vs.
Diabéticas sem gravidez: G2); *** p<0,01 (vs. Mées Controles: G3) (Teste de Kruskall Wallis, com
pos-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.

Quanto a marcacdo para a MAPK p-JNK, os dados revelaram aumento da expressdo
glomerular dessa MAPK nos animais de G3 (2,09 + 0,22) quando comparado a G1 (0,65 *
0,17) e G2 (0,98 + 0,08). Além disso, o G4 (2,76 £+ 0,07) apresentou maior expressdo desta
MAPK quando comparado aos demais grupos (Figuras 25 e 26; Tabela 7). Com relacdo a
marcacdo no compartimento TBI, esta imunorreagdo revelou aumento significativo da
expressdo TBI em G2 (0,82 £ 0,07) quando comparada a G1 (0,58 + 0,05), assim como G4
(1,75 £ 0,17) apresentou aumento significativo de p-JNK TBI em relacdo aos grupos G1, G2 e
G3 (1,75 +0,17) (Figuras 25 e 27; Tabela 7).
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Figura 25 — Imunorreacdo para p-JNK no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem
gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles) e G4 (Mées Diabéticas).

Fonte: A autora (2015).
Imunorreagdo para p-JNK no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez - A), G2
(Diabéticas sem gravidez - B), G3 (Mdes Controles - C) e G4 (Maes Diabéticas - D). Observar maior
expressao glomerular e tubulointersticial de p-JNK no G4 em relacdo aos demais grupos. Barra = 50
pm.
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Figura 26 — Quantificacdo da expressdo de p-JNK glomerular no cortex renal de ratas dos grupos G1

(Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas).

p-JNK Glomerular
3- ***1**2*3 .
3 G1: Controles sem gravidez

§ 3 G2: Diabéticas sem gravidez
?-1 24 Bl G3: Maes Controles
© Bl G4: Maes Diabéticas
g
o
8 1_ S——
? I
w

0 T T

Grupos

Fonte: A autora (2015).

Expressdo de p-JNK glomerular no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez; n=5),
G2 (Diabéticas sem gravidez; n=6), G3 (Maes Controles; n=12) e G4 (Maes Diabéticas; n=12). Os
dados sdo expressos como Média + EPM; **! p<0,01 (vs. Controles sem gravidez: G1); ** p<0,05 (vs.
Diabéticas sem gravidez: G2); ***' p<0,001 (vs. Controles sem gravidez: G1); *** p<0,01 (vs.

Diabéticas sem gravidez: G2); ** p<0,05 (vs. Maes Controles: G3) (Teste de Kruskall Wallis, com
pos-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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Figura 27 — Quantificacdo da expressao de p-JNK TBI no coértex renal de ratas dos grupos G1

(Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes Controles) e G4 (Maes
Diabéticas).
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Fonte: A autora (2015).

Expressdo de p-JNK TBI no cortex renal de ratas dos grupos G1 (Controles sem gravidez; n=5), G2
(Diabéticas sem gravidez; n=6), G3 (Mdes Controles; n=12) e G4 (Maes Diabéticas; n=12). Os dados
s80 expressos como Média + EPM; *' p<0,05 (vs. Controles sem gravidez: G1); *** p<0,01 (vs.
Diabéticas sem gravidez: G2); ** p<0,05 (vs. Maes Controles: G3) (Teste de Kruskall Wallis, com
pos-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.

Tabela 7 — Nimero médio de células p-p38* glomerulares e escore médio para p-JINK glomerular e
TBI nos animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Maes
Controles) e G4 (Maes Diabéticas).

Grupos p-p38 p-JNK p-JNK
glomerulares glomerular TBI
Gl 13,83+ 0,79 0,65+ 0,17 0,58 + 0,05
G2 18,39 + 0,46**" 0,98 + 0,08 0,82 + 0,07*
G3 17,78 +0,71%* 2,09 + 0,22%*1* 1,07 £ 0,24
G4 14,06 + 0,66 ***? x*> 2,76 £ 0,077 323 1,75 £ 0,17%%%

Fonte: A autora (2015).

Numero médio de células p-p38" glomerulares e escore médio para p-JNK glomerular e TBI dos
animais dos grupos G1 (Controles sem gravidez), G2 (Diabéticas sem gravidez), G3 (Mé&es Controles) e
G4 (Mées Diabéticas). Os dados sdo expressos como Média + EPM; **! p<0,01 (vs. Controle sem
gravidez: G1); ***?p< 0,001 (vs. Diabéticas sem gravidez: G2); *** p< 0,01 (vs. Méaes Controles: G3);
*2 n<0,05 (vs. Diabéticas sem gravidez: G2); ***! p<0,001 (vs. Controles sem gravidez); *** p<0,01
(vs. Diabéticas sem gravidez: G2); ** p<0,05 (vs. Mées Controles: G3); *! p<0,05 (vs. Controles sem

gravidez: G1) (Teste de Kruskall Wallis, com pés-teste de Dunn). O nivel de significancia adotado foi
de p <0,05.
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5 DISCUSSAO

A STZ € uma droga amplamente utilizada como agente indutor de DM 1 por ser
citotoxica para celulas B-pancreaticas (GROSS et al., 2003; KALENDER et al., 2002; LI;
QU; BERTRAM, 2009; MATAVELLI; HUANG; SIRAGY, 2012; VOLPINI et al., 2003;
YOUNG et al., 1995). Outra droga com caracteristicas semelhantes é a aloxana, responsavel
por liberacdo sUbita de insulina pelas células B-pancreaticas, seguida por completa supressdo
da resposta celular a glicose plasmatica. Por conta desse efeito, experimentalmente varios
animais morrem de hipoglicemia p6s-inducdo, se ndo forem tratados com solucéo de glicose
nas primeiras 24 horas (SZKUDELSKI, 2001). Nesse sentido, esta manobra teve de ser
utilizada neste trabalho, pois no inicio a mortalidade das ratas de G2 e G4 foi bastante elevada
no periodo pds-inducéo.

A aloxana é uma substancia hidrofilica instavel que adentra facilmente a célula f-
pancreatica e promove liberacdo de espécies reativas de oxigénio que fragmentam o DNA
celular, efeito bastante parecido ao da STZ, embora esta Gltima seja mais efetiva em induzir o
DM, resultando em maior sucesso de inducdo (DICKINSON et al., 1991; JUNOD et al.,
1967; JUNOD et al., 1969; LENZEN; PANTEN, 1988; RAMSAY; WOLVERTON;
STEELE, 1994; SZKUDELSKI, 2001; TSAI et al., 1982). O nosso protocolo de inducdo com
aloxana, embora com alta mortalidade, foi eficiente e mostrou que os animais de G2 e G4 que
sobreviveram apresentaram alteracdes clinicas bem definidas, iniciadas 48h p6s-inducéo,
incluindo elevada ingesta hidrica (polidpsia), politria e valores glicémicos acima de 400
mg/dL, que constituem sinais classicos de DM 1, além de odor forte da urina e perda de peso.
A polidria observada em diabéticos é tradicionalmente atribuida a diurese osmotica
secundaria ao aumento da glicemia (glicosuria) (HOWARTH et al., 2005). A mortalidade dos
animais de G2 e G4, ndo somente pos-indugdo, mas também no decorrer do protocolo
experimental, estd de acordo com o trabalho de Lukens, que, em extensa revisao da literatura
a respeito da acdo da aloxana em animais de varias espécies, mostrou indices muito variaveis
de mortalidade, oscilando entre 33% e 100%, na mesma espécie (LUKENS, 1948).

O SRAA é um dos mediadores do dano renal decorrente do DM e também tem sua
atividade aumentada durante a gestacdo para garantir as adaptacdes fisiologicas necessarias
nesta fase. Assim, nossos resultados mostraram que houve uma tendéncia a reducdo na TFG
em G4 em comparacdo a todos 0s outros grupos, mostrando que a gravidez associada ao

quadro de DM 1 resulta em relativo prejuizo de funcdo renal para as maes no periodo pés-
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parto, quando comparado aos quadros isolados de diabetes (G2) e de gravidez (G3). Dados da
literatura mostram que uma gestacdo sem complicacdes em uma mulher diabética que tem
funcdo renal normal ndo aumenta seu risco de desenvolver nefropatia (MIODOVNIK et al.,
1996), mas a filtracdo glomerular pode diminuir mais rapidamente naquelas gestantes que
apresentam insuficiéncia renal cronica ou proteintria (BIESENBACH; STOGER,;
ZAZGORNIK, 1992). Em geral, apos o parto, a funcéo renal e a pressdo arterial retornam aos
niveis pré-gestacdo (GOLBERT; CAMPOS, 2008).

Existem alguns trabalhos mostrando que a gravidez pode acelerar a perda de fungéo
renal em mulheres com ND (MACKIE et al., 1996; MIODOVNIK et al., 1996). No estudo de
Biesenbach e colaboradores, analisando cinco mulheres com DM insulino-dependente,
diagnosticadas com ND (clearance de creatinina < 75 mL/min) e hipertensao, houve reducéo
da taxa média de depuracdo da creatinina, tanto durante a gravidez, onde houve uma
diminuicdo de 22 mL/min, como no periodo pdés-parto, com reducdo de 17 mL/min. A
hipertensdo agravou-se em todas as cinco mulheres durante a gravidez e todas tinham, 42
meses pos-parto, estagio final de doenca renal (BIESENBACH; STOGER; ZAZGORNIK,
1992). No trabalho de Gordon e colaboradores, a avaliagdo dos resultados de 29 pacientes
com ND (definida como proteinuria > 400 mg em 24 horas), acompanhadas por uma média de
2,8 anos pos-parto, mostrou uma queda na depuracgdo de creatinina maior que 10 mL/min/ano
em 12 destas pacientes (GORDON et al., 1996). Algumas teorias poderiam explicar o
agravamento da funcdo renal em mulheres gravidas com ND. O aumento na TFG seria 0
inicio da lesdo microvascular renal, o que eventualmente poderia levar a nefroesclerose
(KITZMILLER; COMBS, 1996; MOGENSEN; CHRISTENSEN; VITTINGHUS, 1983).
Além disso, 0 aumento na excrecdo de proteina, que acontece neste periodo, pode ter algum
efeito negativo na funcéo renal (HOU, 1999).

Neste estudo, também foram verificados os niveis pressoricos das ratas de todos 0s
grupos por pletismografia, mas ndo foram encontradas diferencas significativas entre eles,
mostrando que, neste modelo experimental, com o método utilizado e no intervalo de tempo
estipulado para anélise, a associacdo entre gravidez e diabetes ndo interferiu nos parametros
cardiovasculares pés-parto.

A PE é uma complicagdo da gestacdo que causa morbidade de curto e longo prazo e a
eclampsia é potencialmente letal tanto para as mulheres gravidas quanto para 0s recém-
nascidos. A patogénese da PE/eclampsia permanece desconhecida por ser uma doenga
multifatorial (VALENZUELA et al., 2012) e os rins sdo usualmente o primeiro e mais severo

orgdo afetado (HAN et al., 2014), de modo que este 6rgdo merece atencdo particular devido a
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sua importéncia fisiolégica e as mudangas patoldgicas durante a gestacdo. Han e
colaboradores realizaram biopsia renal antes e logo apds o parto de mulheres com PE ou
eclampsia e observaram uma série de alteracbes morfologicas (endoteliose, vacuolizacdo dos
poddcitos, proliferacdo de células mesangiais e restos protéicos) no glomérulo renal, que
foram associadas com a proteinuria. Além disso, observou-se também que a deposicédo de
componentes do complemento e imunoglobulinas (Ig), especialmente C4 e IgM, podem
contribuir para as lesdes renais encontradas (HAN et al., 2014).

Um grupo de pesquisadores observou que mulheres que desenvolveram DG séo
reconhecidamente constituintes de um grupo de alto-risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (EHRENTHAL et al., 2014). A gravidez e o periodo pds-parto apresentam
importantes oportunidades para os profissionais de salde lidar com os fatores de risco para o
desenvolvimento de doenga cardiaca futura para todas as mulheres, sendo particularmente
importante em mulheres que apresentaram alguma adversidade durante a gravidez
(EHRENTHAL et al., 2014). Bom atendimento pré-natal, auto-monitorizacdo frequente da
glicemia e terapia médico-nutricional estdo associados a um melhor controle glicémico e uma
reducdo do risco de resultados adversos maternos e neonatais para as mulheres com diabetes
na gravidez (ACOG, 2005). Segundo estudos, mulheres gravidas com DM apresentam maior
risco de desenvolverem fetos com malformacdo, sendo que os recém-nascidos podem ter
aumento de morbidade e comprometimento renal (CHEN et al., 2009). Nestas condicdes,
aumenta-se de 2 a 4 vezes a probabilidade de resultados desfavoraveis durante a gravidez para
a mée e para o feto (FISCHER et al., 2004).

A gravidez n&o resultou em alteragdo na relagcdo peso do rim total/peso do corpo das
ratas de G3, no periodo pds-parto, quando comparada a situacdo controle sem gravidez (G1).
Esta relacdo, bem como as relagGes pesos dos rins direito e esquerdo/peso do corpo foram
significativamente maiores para as ratas de G4, quando comparadas a G1, ou seja, o diabetes
juntamente com a gravidez provocou aumento do peso renal, o que também foi registrado nas
ratas de G3 na relagcdo peso do rim direito/peso do corpo, mas em menor intensidade. De
acordo com os estudos desenvolvidos por van Dijk e colaboradores, foi observado que o peso
corporal das ratas diabéticas ndo-tratadas com insulina durante e apds a gravidez era menor
que das controles, enquanto a concentracdo de glicose sanguinea e o peso do rim foram
maiores. Ja as ratas diabéticas tratadas apresentaram peso corporal similar as controles, mas o
peso do rim foi menor do que aquele observado nas ratas diabéticas nao-tratadas apds o parto.
Com relagdo ao SRAA, estes autores mostraram que a atividade da ECA plasmatica foi maior

nas ratas diabéticas ndo-tratadas quando comparadas as tratadas e controles, nos dias 17 e 18
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de gestacdo e também 24 horas apos o parto, embora a atividade da ECA cortical renal tenha
sido menor no grupo ndo tratado. Esse estudo demonstrou ainda que as concentracdes
plasmaticas de Ang Il nas ratas diabéticas ndo tratadas, no mesmo periodo, aumentaram mais
de 2 vezes quando comparadas as controles. As ratas diabéticas ndo-tratadas excretaram o
dobro de proteinas na urina em comparacdo com as ratas controles, fato que pode ser
atribuido ao aumento da atividade de ECA associado ao aumento dos niveis plasmaticos de
Ang Il (van DIJK et al., 2001).

Apesar de ndo provocar mudangas no peso dos rins das ratas de G3, a gestacdo foi
capaz de alterar a area de sec¢do renal total destes animais, cerca de 50 dias ap6s o parto,
guando comparadas as de G1. No entanto, apesar de apresentarem maior peso renal, as ratas
diabéticas no periodo pos-parto (G4) apresentaram menor area de seccao renal transversal
quando comparadas as méaes controles (G3) no mesmo periodo. N&o houve diferenca quanto
as areas glomerulares e do espaco capsular entre os grupos estudados. No entanto, G3 e G4
apresentaram aumento da area de tufo glomerular em comparacdo com G1 e G2, mostrando
que a gravidez pode ter interferido neste parametro. Ja foi constatado que mulheres gravidas
apresentam aumento de mais ou menos 50% na TFG devido ao aumento, em até 80%, do
FPR, & permeabilidade da barreira de filtracdo (BRAMHAM; RAJASINGHAM, 2012) e a
diminuicdo da pressdo oncética glomerular (MILNE; LINDHEIMER; DAVISON, 2002). No
entanto, nossos dados mostraram que a gravidez, quando associada ao diabetes, resulta em
relativo comprometimento da funcdo renal das maes no periodo po6s-parto, embora a area
disponivel para filtragdo possa estar aumentada e o nimero de glomérulos/area de seccéo
renal transversal ndo ter se alterado nos grupos avaliados, mostrando que a filtragéo foi
afetada, apesar da compensacao/adaptacao estrutural.

Os estudos imunohistoquimicos para celulas em proliferacdo mostraram que a
gravidez (G3) pode resultar em aumento da expressdo de células PCNA" glomerulares em
relagdo a G1, mas quando se encontra associada ao DM (G4) ocorre alteragdo neste padréo e
reducdo de células PCNA". Silveira e colaboradores também verificaram reducdo de células
glomerulares em proliferagdo em ratas Spontaneously Hypertensive Rat (SHR) diabéeticas
quando comparadas as SHR controles (SILVEIRA et al., 2002). Portanto, neste estudo, a
reducdo de células glomerulares em proliferacdo pode ser atribuida a variacGes da PAS que
podem ter ocorrido durante a gravidez das ratas diabéticas, ja que maes nestas condi¢des estdo
mais propensas a aumento da PAS (GALINDO et al., 2006; REMSBERG et al., 1999).

Ja no compartimento TBI, a gravidez resultou em aumento de células em proliferacgéo,

sendo que a associagdo entre diabetes e gestacdo (G4) aumentou este nimero de forma ainda
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mais significativa quando comparado a todas as outras situagdes (G1, G2 e G3). Maeda e
colaboradores utilizando camundongos espontaneamente diabéticos indicou que a ND esta
associada com a hipertrofia renal. Nos glomérulos, houve aumento no diametro nos estagios
iniciais do diabetes e no 40° dia da doenga, 0os camundongos apresentaram expansdo do
mesangio e espessamento da membrana basal glomerular. Isto sugere que glomérulos de
camundongos sdo relativamente resistentes durante a fase aguda do DM, embora as lesdes
comecem desde as fases iniciais (MAEDA et al., 2003). Um estudo com cultura de células
mesangiais constatou que a alta concentracdo de glicose estimulou a atividade de renina
intracelular e a geracdo de Ang Il, promovendo o crescimento e proliferacdo celular, expanséo
da MEC e inibindo a sua degradacdo (VIDOTTI et al., 2004). van Dijk e colaboradores
verificaram um aumento nas concentracdes de Ang Il plasmaticas nas ratas gravidas
diabéticas sem tratamento, demonstrando que a Ang Il induz um aumento da sintese de
proteinas, podendo contribuir com a hipertrofia renal e causar um aumento da presséo
intraglomerular resultando em proteindria (van DIJK et al., 2001).

A imunorreacdo para a a-SMA ndo mostrou diferenca entre os grupos controles (G1 e
G3) estudados, indicando que a gravidez, neste caso, ndo interferiu na expressao de a-SMA.
No entanto, para os grupos diabéticos (G2 e G4) houve maior expressio de a-SMA
glomerular e TBI, sendo estatisticamente maior em G4. Os dados obtidos para a marcacao
desta proteina do citoesqueleto demostraram que a associacdo entre diabetes e gestacao
resultou em maior expressio de a-SMA cortical renal do que o quadro de diabetes
isoladamente. Este aumento pode indicar uma ativacao exacerbada de células mesangiais e/ou
fibroblastos, que sdo potencialmente capazes de proliferar e produzir mais colageno e outros
componentes da MEC. Em algumas situacOes patologicas, a expressdo dessa proteina pode
aumentar no cortex renal e este aumento tem sido relacionado com a progressao da doenca
renal (ALPERS et al., 1992; JOHNSON et al., 1991; MAKINO et al., 1996; NARUSE et al.,
1998; NARUSE et al., 1999). Os miofibroblastos s&o bem conhecidos por ser o principal tipo
de célula responsavel pela sintese de MEC e desenvolvimento de fibrose (BOUKHALFA,
1996; GABBIANI, 1992). A diferenciacdo de miofibroblastos € um dos principais eventos
celulares iniciais que antecedem o desenvolvimento da fibrose nos 6rgdos (GABBIANI, 1992;
TANG; VAN; QI, 1997). Estas células parecem participar ativamente na reparacdo dos
tecidos e na producdo de MEC que reduz a &rea da superficie de filtracdo nos rins. Além
disso, estas células contrateis sdo caracterizadas pela presenca de feixes citoplasmaticos
microfilamentosos que expressam a-SMA, uma isoforma de actina de células de musculo liso
vascular (DARBY, SKALLI, GABBIANI, 1990; SKALLI et al., 1986). A infiltracdo
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intersticial de miofibroblastos foi correlacionado fortemente com o prognéstico em muitas
doengas glomerulares, ¢ foi demonstrado que a expressio de o-SMA intersticial € um
marcador do inicio da nefropatia membranosa (BADID et al., 1999).

A quantificacdo do colageno cortical através da coloracéo de Picrosirius Red mostrou
que a gravidez ndo resultou em alteracdo na deposicdo de colageno cortical renal, quando
controles com (G3) e sem (G1) gravidez sdo comparados. No entanto, o diabetes provocou
aumento de colageno no coértex renal das ratas de G2 e G4 quando comparadas aos Seus
respectivos controles (G1 e G3). Assim, a associacdo entre gravidez e diabetes (G4) nédo
modificou a expressao de colageno quando comparada ao quadro somente de diabetes (G2). A
mudanca fenotipica pela qual as células mesangiais podem passar tem um papel importante no
acumulo de MEC na ND e foi observada em estégios iniciais do diabetes, favorecendo a
progresséo da fibrose intersticial e glomerulosclerose (LI; QU; BERTRAM, 2009; MAKINO
et al., 1996; PEDAGOGOS et al., 1997; YONEMOTO et al., 2006; YOUNG et al., 1995).
Existe uma grande controvérsia entre os estudos em relacdo ao desenvolvimento e progressao
da ND durante a gravidez. De acordo com Young e colaboradores, a gravidez ndo esta
associada com a progressdo da ND em mulheres com fungéo renal normal ou disfungéo renal
leve. No entanto, mulheres gravidas com ND tém mais complica¢cdes perinatais quando
comparadas com mulheres sem esta sindrome (YOUNG et al., 2011).

Na presente investigacdo, embora tenha ocorrido diminuicdo de células PCNA" no
glomérulo do G4, houve aumento de células em proliferacdo tubulares concomitante ao
aumento de a-SMA. Esses dados corroboram com o trabalho de Geleilete e colaboradores
com pacientes com glomeruloesclerose segmentar e focal idiopética, a expressdo de a-SMA
TBI foi correlacionada com a expressio de PCNA TBI e estas alteracbes foram
provavelmente induzidas por algumas citocinas como o TGF-f, PDGF, endotelina e Ang Il
(GELEILETE et al., 2001). Johnson e colaboradores mostraram que o cortex renal de ratos
com glomerulonefrite continha células em proliferacdo que co-expressavam a-SMA. Além
disso, medidas para evitar ou reduzir a proliferagéo celular, como deple¢éo do complemento e
de plaquetas, respectivamente, foram associadas a prevengdo ou redug¢do na marcagdo para o-
SMA (JOHNSON et al., 1991).

A contagem do numero de mastocitos/area do cortex renal ndo mostrou diferencas
significativas entre todos os grupos estudados, evidenciando que estas células ndo tem
participacdo nas alteracdes renais resultantes do DM induzido durante a gestagédo e mantido
no pos-parto. Os mastocitos sdo células pluripotentes derivadas da medula 6ssea que tem um

papel chave no processo inflamatorio. A degranulacéo destas células libera varios mediadores,
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incluindo citocinas inflamatorias, endotelinas, fatores de crescimento e enzimas proteoliticas.
Em um estudo de revisao, notou-se que a infiltracdo de mastdcitos pode ocorrer em doencas
renais e que a densidade deste tipo celular e significativamente aumentada em pacientes
diabéticos com ND (BALAKUMAR; REDDY:; SINGH, 2009).

As cascatas de sinalizagdo intracelular constituem as primeiras vias de comunicagéo
entre a membrana plasmatica e alvos regulatérios em varios compartimentos intracelulares. A
ativacdo sequencial de quinases € um mecanismo amplamente conservado de transducao de
sinais em muitos processos celulares. A transmisséo de sinais extracelulares para varios alvos
intracelulares € um processo multifatorial que frequentemente envolve a atividade de uma ou
mais MAPKs (CASSIDY et al.,, 2012). Para investigarmos a participacdo de MAPK nas
possiveis alteracdes renais resultantes do diabetes induzido durante a gestacdo e mantido no
pos-parto, foram realizadas imunorreagdes para as MAPKs p-p38 e p-JNK para verificar o
perfil de expressdo destas proteinas quinases.

A imunorreacdo para p-p38 revelou que a gravidez aumenta a expressao desta MAPK
nos glomérulos das maes controles (G3) quando comparadas a G1. O diabetes também
aumentou a expressdo de p-p38 nas ratas diabéticas sem gravidez (G2), mas a associacao
entre diabetes e gravidez (G4) provocou reducéo na expressdo de células p-p38* glomerulares
quando comparado as maes controles (G3) e as ratas diabéticas (G2). E importante lembrar
gue a mesma alteracdo foi observada na imunorreacdo para PCNA, em que esta associacao
também reduziu o nimero de células glomerulares em proliferacdo, sugerindo uma relacéo
entre a MAPK p-p38 e proliferacdo. Outro fato que reforca esta hipotese, é que este mesmo
padrdo de expressdo (PCNA e p-p38 reduzidos) foi observado em rins de filhotes de mées
com diabéticas (FRANCA-SILVA; OLIVEIRA; BALBI, 2015; OLIVEIRA, 2014). Além
disso, pode-se imaginar que ha alteracdo na expressdao de AT1R e AT2R no periodo poés-
parto, com aumento de AT2R, como ocorre na gestacdo, e isto resultaria em reducdo da
proliferacdo e da marcacdo para p-p38. A partir de um modelo experimental de diabetes
induzido por STZ utilizando ratos Wistar adultos, Komers e colaboradores observaram
superexpressdo de p-p38 nos tubulos distais e glomérulos em estagios iniciais e finais de ND,
0 que foi diminuido pelo tratamento com insulina e controle metabolico (KOMERS et al.,
2007). Foi demonstrado que a inibicdo da MAPK p-p38 em doengas renais auto-imunes reduz
a severidade da doenca (IWATA et al., 2003). Essa protecdo contra o dano renal in vivo é
resultado da reducdo da infiltracdo de leucdcitos, diminuicdo da expressdo de citocinas que
sdo conhecidas por promover o dano renal e reducdo da producédo de lg, levando a conclusao

que a ativacdo da MAPK p38 é requerida para promover a producédo de citocinas/quimiocinas
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e 1g, que resultam em injuria renal auto-imune. Em um modelo de inflamacéo renal aguda,
foram encontrados componentes da via da p38 em células endoteliais, neutréfilos que
infiltraram e em poddcitos, assim como em glomerulonefrites pés-infeccdo (STAMBE et al.,
2003). O bloqueio da via da p38 diminuiu significativamente a faléncia renal aguda, bem
como a proteindria, sugerindo uma nova estratégia terapéutica para o tratamento de
inflamacéo renal aguda (CASSIDY et al., 2012).

Quanto a marcacdo para a MAPK p-JNK, os dados revelaram que a gravidez (G3)
aumentou a expressao glomerular dessa MAPK quando comparada aos controles sem
gravidez (G1), mas quando associada ao diabetes (G4), a expresséo de p-JNK foi ainda maior.
Ja a reacdo para p-JNK no compartimento TBI mostrou que o diabetes (G2 e G4) aumenta a
expressao de p-JNK, com aumento ainda maior quando em associacdo a gestacdo (G4). A
literatura mostra que a administracdo de inibidores de JNK previamente a isquemia/reperfusdo
previne o dano tubular e a disfungédo renal, sugerindo o envolvimento da ativacdo de JNK
tanto na rejeicdo celular, quanto na necrose tubular aguda (KANELLIS et al., 2010). Dessa
forma, nossos dados indicam que os danos renais observados no grupo de diabetes associado
a gravidez (G4) possam estar relacionados também a super ativacdo dessa via de sinalizacao
de MAPK.

Embora muitos estudos a respeito do DM 1 e suas consequéncias tenham sido
realizados, a literatura ainda é escassa a respeito das alteracdes renais que podem acometer

mulheres com diabetes desenvolvido durante a gestacdo e mantido no periodo p6s-parto.
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6 CONCLUSAO

O DM 1 induzido durante a gestacdo e mantido no periodo pds-parto causou
hipertrofia cortical associada a maior atracdo de fibroblastos/miofibroblastos, que aumentam a
deposicdo de proteinas de MEC, principalmente colageno, prejudicando a TFG.
Adicionalmente, a superexpressdo da via de sinalizacgdo das MAPKs em associa¢do as
alteracdes acima descritas pode ter papel importante nos danos renais observados na presente

investigacao.
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ANEXO A
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ANALISE FINAL N° 151/14 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 056/14

Projeto Pesquisa: “Analise dos efeitos renais em longo prazo do diabetes em
ratas Wistar no periodo pés-parto”

Pesquisador Responsavel: Ana Paula Coelho Balbi.

O protocolo n&o apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacéo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVAGCAO DA MESMA.

Uberlandia, 13 de outubro de 2014
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