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RESUMO

O Diabete Melito (DM) corresponde a um grupo de doengas metabolicas, com hiperglicemia
resultante de defeitos na secrecdo (DMI1) e/ou agdo (DM2) da insulina, promovendo a
elevagdo das taxas glicémicas, que pode lesionar 6rgaos-alvo (olhos, rins, nervos ou coracao).
Nos rins manifesta-se como a nefropatia diabética (ND), caracterizada pelos niveis
aumentados de excre¢do urindria de albumina (EUA), que podera evoluir até a insuficiéncia
renal cronica terminal, dialitica. O sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) é um
importante mediador das altera¢des fisiopatologicas da ND. O bloqueio farmacolégico deste
sistema tem-se mostrado como um aliado ao tratamento da ND, diminuindo a EUA. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do bloqueio triplo do SRAA na estrutura e fungao
renais, bem como na proteintiria, de ratos Wistar diabéticos com ND em desenvolvimento. A
inducdo do diabetes nos ratos foi feita com a administragdo intravenosa de aloxano
(50mg/Kg) diluida em solucdo salina 0,9% e a glicemia verificada 12h, 24h e 48h apds a
inducdo do diabetes, animais com glicemia acima de 200mg/dL foram considerados
diabéticos e divididos em 5 grupos: I) grupo controle — sem qualquer tratamento (CO); II)
grupo experimental 1 — tratados com enalapril (EN) (iECA); III) grupo experimental 2 —
tratados com losartan (LO) (BRA); IV) grupo experimental 3 — tratados com alisquireno (AL)
(IR); V) grupo experimental 4 — tratados com iECA-BRA-IR (EN+LO+AL). Apds 90 dias de
tratamento, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas para coleta de urina 24 horas
e, posteriormente, de sangue para determinacdo da proteintria e taxa de filtragdo glomerular,
através do clearance de creatinina. Em seguida, os animais foram anestesiados e tiveram seus
rins retirados para estudos histoldgicos e imunohistoquimicos. Os animais de todos os grupos
se apresentaram hiperglicémicos apds a inducdo e as glicemias se mantiveram elevadas
durante todo o tempo de tratamento. A histologia mostrou no CO a deposi¢ao de colageno
glomerular e tubulointersticial, dilatagdo tubular, expansdo do espaco capsular e presenca de
infiltrado inflamatodrio, alteragdes que foram atenuadas pelos tratamentos com EN, LO, AL e
EN+LO+AL. Os tratamentos reduziram a expressdo de a-SMA glomerular (EN p<0,01; LO
p<0,01; AL p<0,05; EN+LO+AL p<0,01) e tubulointersticial (EN p<0,05; AL p<0,01;
EN+LO+AL p<0,05) quando comparados ao CO. Nao houve diferencgas significativas no
namero de células PCNA glomerulares positivas e nas analises das concentragdes plasmaticas
de sodio, potéssio e uréia entre os grupos; entretanto, EN e LO preservaram o maior nimero
de células em proliferacdo tubulointersticial. Os ratos tratados com AL (p<0,05) e
EN+LO+AL (p<0,05) tiveram uma maior taxa de filtracdo glomerular, quando comparados ao
CO, EN e LO. AL e EN+LO+AL reduziram significativamente a proteintiria desses animais,
quando comparados ao CO (p<0,01). O tratamento com EN+LO+AL reduziu a expressao de
a-SMA glomerular e tubulointersticial, além de preservar um maior nimero de glomérulos,
funcdo renal e EUA, comuns nos quadros de ND. No entanto, a administragdo de AL resultou
em dados semelhantes.



ABSTRACT

The Diabetes Mellitus (DM) is a group of metabolic diseases, with hiperglycemia resulting
from defects in insulin secretion (type 1 DM) and / or action (type 2 DM), promoting the
elevation of blood glucose levels, which can damage target organs (eyes, kidneys, nerves,
heart). In the kidney presents as diabetic nephropathy (DN), characterized by increased levels
of urinary albumin excretion (UAE), which could progress to end stage kidney disease. The
renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) is an important mediator of the
pathophysiological changes of DN. The pharmacological blockade of this system has been
shown as a combined treatment of DN, decreasing urinary albumin excretion. The aim of this
study was to evaluate the effects of triple RAAS blockade on kidney structure and function, as
well as albuminuria in diabetic Wistar rats with DN in development. Induction of diabetes in
rats was performed with intravenous administration of alloxan (50mg/kg) diluted in 0.9%
saline and glycemia observed 24h after the induction of diabetes; animals with blood glucose
greater than 200 mg/dL. were considered diabetic and were divide into 5 groups: I) control
group - no treatment (CG); II) experimental group 1 - treated with enalapril (EN) (angiotensin
converting enzyme inhibitor - ACEI), III) experimental group 2 - treated with losartan (LO)
(angiotensin receptor blocker - ARB), IV) experimental group 3 - treated with aliskiren (AL)
(direct renin inhibitor - DRI); V) experimental group 4 - treated with triple blockade ACEI-
ARB-DRI (EN+LO+AL). After 90 days of treatment, animals were placed in metabolic cages
to collect 24-hour urine and thereafter for determination of blood, proteinuria, and glomerular
filtration rate by creatinine clearance. Then, the animals were anesthetized and had their
kidneys removed for histological and immunohistochemical studies (a-SMA and PCNA).
After induction, all animals that became diabetic, remained with high glycemic levels
throughout the treatment period. Histology showed on CG glomerular collagen deposition and
tubulointerstitial, tubular dilation, space capsule expansion and inflammatory infiltration;
those changes were attenuated by treatments with EN, LO, AL and EN+LO+AL. The
treatments reduced the expression of a-SMA glomerular (EN p<0.01; LO p<0.01; AL p<0.05,
EN+LO+AL p<0.01) and tubulointerstitial (EN p<0.05, AL p<0.01, EN+LO+AL p<0.05)
compared to CG. There were no significant differences in the number of PCNA glomeruli
positive cells and in the analysis of plasma concentrations of sodium, potassium and urea
between groups. However, EN and LO preserved a largest number of proliferating
tubulointerstitial cells. Rats treated with AL (p<0.05) and EN+LO+AL (p<0.05) had a higher
glomerular filtration rate (GFR) when compared to CG, EN and LO. AL and EN+LO+AL
significantly reduced proteinuria in these animals when compared to CG (p<0.01). The
treatment with EN+LO+AL reduced the expression of o-SMA glomerular and
tubulointerstitial, preserved a greater number glomeruli, GRF and UAE. However,
administration of AL resulted in similar data.
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1) INTRODUCAO:

1.1) Diabete Melito e Nefropatia Diabética:

O Diabete Melito (DM) corresponde a um grupo de doengas metabdlicas, com uma
hiperglicemia resultante de defeitos na produgdo e secre¢cdo da insulina (diabetes melito tipo 1
— DM1) e/ou agdo da insulina (diabetes melito tipo 2 - DM2), sendo estes a maior prevaléncia
dos casos (ADA, 2004). O DM1 ¢ uma doenga auto-imune caracterizada pela destruicdo das
células beta produtoras de insulina, em que o organismo deixara de produzir insulina (ou
apenas produzira uma quantidade muito pequena), com elevacao das taxas glicémicas; o DM2
apresenta uma combinagdo de resisténcia a insulina nos tecidos periféricos (musculo, figado,
tecido adiposo) com uma deficiéncia relativa na produg¢do deste hormoénio. (DIB &
CHACRA, 2007; ZECCHIN & SAAD, 2007)

Os critérios utilizados para diagndstico de DM sdo: glicose plasmatica de jejum
maior que 126 mg/dL, em duas dosagens diferentes; glicose plasmatica casual (colhida a
qualquer hora do dia, independente de refeicdo) maior 200 mg/dL; glicose plasmatica pos-
sobrecarga com 75g de glicose maior que 200 mg/dL. (ADA, 2004)

A hiperglicemia, com o passar dos anos, pode afetar os 6rgdos do corpo, como vasos
sanguineos, olhos, rins, nervos e coracdo. (TURATTI & RODRIGUES, 2005)

Nos rins, suas complicacdes manifestam-se como a nefropatia diabética (ND),
caracterizada por lesdes estruturais e funcionais dos rins, com niveis aumentados de excre¢ao
urinaria de albumina (EUA), progressivamente de microalbuminuria a macroalbumindria,
podendo evoluir até a insuficiéncia renal cronica terminal, sendo inclusive um preditor de
mortalidade nestes pacientes. (OLUGBENGA et al, 2004; GROSS et al, 2005; SCHMID &
BERTOLUCI, 2009; SILVEIRO et al, 2010; BERHANE et al, 2011)

Os valores laboratoriais para a albuminuria, de acordo com o método utilizado, sdo

divididos conforme a tabela 1 (KIRSZTAJN & BARROS, 2010):

Tabela 1 - Valores de albuminuria utilizados para o diagnostico de ND:

i , Urina 24h Indice albumina/creatinina Urina com Tempo Marcado
ESTAGIO / METODO
(mg/24h) amostra isolada (mg/g) (pg/min)
Normoalbumintria <30 <30 <20
Microalbuminuria 30 -299 30 -299 20 -199
Macroalbuminuria >300 >300 >200

FONTE: Adaptado de KIRSZTAJN & BARROS (2010).
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Para o desenvolvimento da ND ha fatores genéticos (polimorfismos nos genes da
enzima conversora de angiotensina, PPARg2, K121Q e Ala54Thyr) e ndo-genéticos (controle
glicémico irregular, hipertensdo arterial ndo controlada, tabagismo, dislipidemia, dieta
hiperprotéica), que fisiopatologicamente (figura 1) dados a hiperglicemia, suas alteracdes
metabolicas e hemodinamicas (que inclusive favorecem a disfun¢do endotelial e aterogénese),
promovem a indugdo da hiperfiltracdo, hipertensdo e hipertrofia glomerular, inflamacao
tecidual, aumento da permeabilidade glomerular, albumintria, aumento progressivo da matriz
mesangial (podendo haver formagdes nodulares — nddulos de Kimmelstiel-Wilson), colapso
capilar, fibrose, glomerulosclerose, com conseqiiente perda da filtracio glomerular.
(O’DONNELL et al, 1998; ZATZ, 2000; OLUGBENGA et al, 2004; GROSS et al, 2005;
SCHMID & BERTOLUCI, 2009; SILVEIRO et al, 2010; LIM & TESH, 2012; KANASAKI,
2013)

As alteragdes hemodinamicas induzidas pela hiperglicemia na ND correlacionam-se
com o aumento da pressdo intra-glomerular e sistémica e ativagdo de vias hormonais
vasoativas, como o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e endotelina, que a nivel
intra-celular, ativardo proteinas segundo-mensageiros (proteina quinase C (PKC), proteinas
quinase ativadas por mitdogenos (MAP-K), fatores de transcricdo nuclear (NF-«xB),
reguladoras de fungdes vasculares de permeabilidade e contratilidade, de sintese de matriz
extracelular (MEC) e transdu¢do de sinais para varias citocinas € hormodnios) e fatores de
crescimento (fator de transformagdo do crescimento beta (TGF-b), fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF); favorecendo
a proliferagdo celular). A hiperglicemia também levard, diretamente ou em associacdo as
alteracdes hemodinamicas, a alteragdes metabolicas relacionadas ao acimulo de produtos
avancados da glicosilagdo ndo enzimatica (AGEs — Avanced Glycation End Products;
glicotoxinas, geradas da ligacdo da glicose a proteinas, lipideos e/ou acidos nucléicos, que
mediardo reacdes inflamatorias), ao aumento do stress oxidativo (com liberacdo de radicais
livres ou espécies reativas de oxigénio — ROS, interagindo com receptores para produtos
avancados da glicosilagdo ndo enzimatica — RAGE), inflamagdo tecidual (liberacdo de
macrofagos, linfocitos e depodsitos imunes, liberando interleucinas, fator de necrose tumoral
alpha (TNF-a), entre outros) e ativagdo intra-renal da via dos polidis (relacionado ao aumento
da reducdo enzimatica da glicose a frutose, via aldolase redutase e sorbitol desidrogenase,
com acumulo de sorbitol, promovendo lesdo tecidual e reducdo de prostaglandinas).

(TURATTI & RODRIGUES, 2005; SCHLEICHER & FRIESS, 2007; FUKAMI et al, 2008;
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HA et al, 2008; SOLDATOS & COOPER, 2008; ZIYADEH, 2008; LIM & TESH, 2012;
BUREN & TOTO, 2013; KANASAKI et al, 2013; SUN et al, 2013)

Figura 1: Resumo dos mecanismos metabdlicos e hemodinamicos da lesdo tecidual do DM:
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Fonte: Adaptado Buren & Toto, 2013

A ND pode ser dividida em estagios, mais evidentes no DMI (pois a
microalbuminuria pode estar presente ao diagnostico do DM2 em até 10% dos casos),
correlacionando-se tempo de DM e alteracdes histologicas renais encontradas vistos na tabela

2 (OLUGBENGA et al, 2004; GROSS et al, 2007; BUREN & TOTO, 2013):

Tabela 2 - Estagios da ND:

Estagio Tempo de Diabetes Manifestagdes
Aumento da TFG
I 0 a 3-5 anos )
Hipertrofia Renal
Diminui¢do Membrana Basal
II 3-5 anos ou mais )
Expansdo Mesangial
Microalbuminuria
I 7-15 anos ou mais
Aumento da Pressdo Arterial
Proteinuria
v 15-20 anos ou mais Hipertensao
Diminuic¢ao da TFG
v Apos 15-25 anos DRC estadio final

Fonte: Adaptado de OLUGBENGA et al, 2004; GROSS et al, 2007; BUREN & TOTO,
2013.



1.2) Epidemiologia:

Segundo dados norte-americanos, hd a prevaléncia de 25,8 milhdes de pessoas nos
Estados Unidos da América com DM diagnosticado, com um custo de 245 milhdes de
dolares/ano. (ADA, 2013)

A ND ¢ uma complicagdo cronica do DM que acomete aproximadamente 35% dos
pacientes com DMI, 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. (OLUGBENGA et al,
2004; GROSS et al, 2005; GROSS et al, 2007; SCHMID & BERTOLUCI, 2009; SHLIPAK,
2010; SILVEIRO et al, 2010, HOOGWEREF, 2010)

O DM ¢ a principal causa de admissdo em programas de didlise em paises
desenvolvidos, ao lado da hipertensdo arterial. Nos Estados Unidos, cerca de 48% dos novos
casos de pacientes em programa de substitui¢do renal sdo portadores de DM. No Brasil, os
pacientes diabéticos representam aproximadamente 26% dos pacientes em programas de
dialise, com uma sobrevida média de apenas 26 meses. (GROSS et al, 2005; GROSS et al,
2007; SCHMID & BERTOLUCI, 2009; SHLIPAK, 2010; SILVEIRO et al, 2010)

Verifica-se, portanto, uma importante causa de morbi-mortalidade e de satide publica

referente a estes pacientes.

1.3) O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

No DM, em nivel tecidual renal, a hiperglicemia estimula uma produ¢do de renina
elevada, ativando o SRAA (figura 2), e consequentemente, diante dos efeitos da agdo tecidual
da angiotensina II (Angll), tem-se um importante mediador das alteracdes fisiopatoldgicas da
ND (O’DONNELL, et al, 1998; ZATZ, 2000; VIDOTTI et al, 2004; ZANELLA, 2005;
DURVASULA & SHANKLAND, 2008; SUN et al, 2013).

Fisiologicamente, o SRAA relaciona-se com a necessidade do organismo de manter a
estabilidade hemodinamica e evitar uma hipoperfusao tecidual (ZATZ, 2000; ATLAS, 2007;
GRACIANO & NORONHA, 2010).

O SRAA ¢ regulado pela renina, produzida e armazenada no aparelho
justaglomerular. A liberacdo da renina esta associada a condigdes que promovem alteragdes
hemodindmicas, como deple¢do do volume sanguineo, perda ou dieta pobre de sddio,
hipovolemia funcional (como na cirrose hepatica, insuficiéncia cardiaca, sindrome nefrotica),

estimulo adrenérgico, inibicdo da Angll e aumento de prostaglandinas. Pelos componentes
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classicos do SRAA, a renina ao ser liberada por estes estimulos hemodinamicos, quebra o
angiotensinogénio existente no plasma, em angiotensina I. Este ¢ convertido pela enzima
conversora de angiotensina (ECA) no metabdlito ativo — Angll (produgdo sistémica e
tecidual). Angll, através de seus receptores AT1, estimula a sintese de aldosterona (na zona
glomerulosa do cortex da glandula supra-renal) e liberacdo de hormodnio anti-diurético
(sistema nervoso central), aumentando a reabsor¢do urinaria de sodio/dgua e a excrecao
urindria de potdssio; estimula o sistema nervoso simpatico, promovendo uma liberacao
adrenérgica, com vasoconstri¢do sistémica e renal, aumentando a filtragdo glomerular (como
resultado da vasoconstri¢do renal da arteriola eferente). Assim a Angll promove um aumento
da volemia e compensagdo pressorica. (ZATZ, 2000; ATLAS, 2007, GRACIANO &
NORONHA, 2010)

Além deste efeito hemodindmico, a Angll e seus receptores AT1 a nivel celular,
atuam sobre a proliferacdo e reparo celular, e expansdo da MEC (gerando hipertrofia e/ou
hiperplasia renal/cardiaca, inflamacdo e fibrose tecidual), através da liberagdo de fatores do
crescimento e stress oxidativo. O estimulo de receptores AT2 promove liberagdo de outras
substancias vasoativas (prostaglandinas e oOxido nitrico), causando efeito vasodilatador;
também tem uma a¢do anti-apoptdtica e anti-proliferativa. Existem outros 2 receptores, AT3
(fungdo ainda desconhecida) e AT4 (modulagdo da funcdo endotelial). A Angll é degradada a
AnglII (estimula processo inflamatorio e fibrose tecidual) e AnglV (que através de amino e
carboxipeptidases, podendo ativar AT4). (ATLAS, 2007; GRACIANO & NORONHA, 2010;
KAGAM]I, 2012; CROWLEY, 2012)

Paralelamente ao chamado esquema classico, ocorre uma ativacdo de outros
metabolitos derivados da Angll, através da acdo enzimatica da ECA2 (enzima homologa da
ECA), produzindo Ang(1-7), produzindo um efeito contrario a via cldssica, promovendo
vasodilatagdo, natriurese e efeitos anti-proliferativos. Por outro lado, ha também a presenca de
receptores teciduais especificos para renina e pro-renina (renal e vascular), sinalizando a
ativacao tecidual de toda uma cascata de efeitos pro-fibroticos. (ATLAS, 2007; GRACIANO
& NORONHA, 2010; KAGAMI, 2012; CROWLEY, 2012)

A ativagdo de aldosterona, além de efeitos tubulares renais, potencializa os efeitos
pressoricos sobre os receptores AT1 da Angll, inibe liberacdo de oxido nitrico, estimula
fendmenos pro-tromboticos (estimulo do inibidor do ativador do plasminogénio 1 — PAI-1) e
fatores de crescimento, podendo contribuir com a glomerulosclerose e nefrite tibulo-

intersticial (EPSTEIN, 2001; SCHJOEDT et al, 2005; BIANCHI et al, 2006).
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A proliferagdo celular pode ser verificada no tecido renal com anticorpos especificos
para PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), uma proteina nuclear de 36 KD, que estd
associada com o ciclo celular (HALL et al, 1990). Sua expressdo aumenta da fase final “G1”
para as fases iniciais “S” do ciclo celular. Véarios estudos de imunohistoquimica realizados
com anticorpos anti-PCNA mostram que eles sdo capazes de identificar células em fase de
divisao (HALL et al, 1990; MARQUEZ et al, 2002). Young e colaboradores verificaram um
aumento no numero de células-PCNA positivas em glomérulos de ratos diabéticos que nao
receberam insulina, esse aumento foi evidente um dia apds a indugdo, atingiu um pico de
expressdo 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-positivas em células
mesangeais, podocitos e células tubulointersticiais (GROSS et al, 2003).

A actina ¢ a principal proteina do sistema de microfilamentos de células eucaridticas.
A presenca de a-SMA (a-smooth muscle actin — alfa-actina de musculo liso) no rim adulto em
condi¢des normais ¢ restrita a musculatura lisa dos vasos cuja fungdo principal ¢ a
contratilidade (JOHNSON et al, 1991). Tem sido demonstrado que sob condi¢des patoldgicas,
as células mesangiais, tubulares e intersticiais apresentam alteragdes no seu fenotipo,
passando a expressar a proteina a-SMA e algumas proteinas de filamentos intermediarios,
tornando-se potencialmente capazes de produzirem mais colageno e outros elementos da
MEC (IGNOTZ et al, 1987; JOHNSON et al, 1991; NAHAS et al, 1996). Essas modificagdes
estdo relacionadas a proliferagdo celular e produgdo de MEC, mostrando que a a-SMA pode
ser usada como marcador de ativagcdo da célula mesangial em modelos de glomerulonefrite
em ratos (JOHNSON et al, 1991; NAHAS et al, 1996). Um aumento na expressao de a-SMA
também foi verificado em glomérulos de ratos diabéticos ndo tratados com insulina. Esta
mudanga fenotipica de células mesangiais tem um papel importante no acimulo de MEC na
ND e foi observada em estagios iniciais do diabetes, favorecendo a progressao da fibrose
intersticial e glomerulosclerose (YOUNG, et al, 1995; MAKINO et al, 1996; PEDAGOGOS
et al, 1997; YONEMOTO et al, 2006; LI et al, 2009), sendo que esta expressdo de a-SMA
pode ser considerada uma preditora de ND progressiva (ESSAWY et al, 1997). Trabalhos
com foco na acdo da Angll mostraram uma redugdo na expressdo de a-SMA mesangial e
tubulointersticial nos ratos diabéticos tratados com bloqueio do SRAA (TUNCDEMIR &
OZTURK 2008; X et al, 2009).

17



Figura 2: Esquema do Sistema Renina-Angiotensina —Aldosterona:

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
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Fonte: Adaptado de ATLAS, 2007.

1.4) O Bloqueio Farmacologico do SRAA:
Dada a importancia dos componentes do SRAA para o desenvolvimento da ND,
varios estudos foram realizados utilizando-se farmacos capazes de interferir no

funcionamento desse sistema, entre eles estdo:
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1.4.1) Inibidores da ECA (iECA):

Agem pela inibicdo da ECA, bloqueando a transformac¢ao da Ang I em II no sangue e
nos tecidos, favorecendo o aumento de bradicinina/prostaglandinas (vasodilatacdo) e
diminuindo a formagdo de Angll, a qual ¢ atuante na vasoconstri¢do, no stress oxidativo e
inflamacdo (ambos importantes na fisiopatologia das complicagdes micro/macrovasculares da
DM). Sao eficazes no tratamento da hipertensdo arterial sistémica (HAS), reduzindo a
morbidade e a mortalidade cardiovasculares em pacientes hipertensos, portadores de
insuficiéncia cardiaca e pds-infarto agudo do miocardio. Atuam na prevengdo secundaria do
acidente vascular encefilico, através do controle pressorico. Reduzem a EUA (efeitor de
nefroprote¢do), retardando o declinio da funcdo renal em pacientes com ND. (VOLPINI et al,
2003; CAREY, 2008; SARAFIDIS et al, 2008; HOOGWERF, 2010; WERNER et al, 2010;
LV etal, 2012; VEJAKAMA et al, 2012)

1.4.2) Bloqueadores dos Receptores AT1 da Angll (BRA):

BRA antagonizam a acdo da Angll por meio do bloqueio especifico de seus
receptores AT1. Promovem desta forma, uma reducdo mecanismos hemodindmicos e
metabolicos da Angll. S3o eficazes no tratamento da HAS; proporcionam reducdo da
morbidade e mortalidade cardiovascular, mostrando também um efeito benéfico em
insuficiéncia cardiaca congestiva, prevencao do acidente vascular cerebral e nefroprotecao em
pacientes com DM2, ao reduzir a EUA. (KEANE & LYLE, 2003; CHAN et al, 2004;
CAREY, 2008; WERNER et al, 2010; HOOGWERF, 2010; VEJAKAMA et al, 2012;
KOBORI et al, 2013)

1.4.3) Inibidores Diretos da Renina (IR):

O Alisquireno, Unico representante da classe atualmente disponivel para uso clinico,
promove uma inibi¢do direta da a¢do da renina com consequente diminui¢ao da formagao de
Angll e outras como redugdo da atividade plasmatica de renina, bloqueio de receptor celular
proprio de renina/pro-renina e diminuicao da sintese intracelular de Angll. Tem eficacia anti-
hipertensiva e efeito benéfico na morbidade cardiovascular e renal, com a reducdo de
hipertrofia de ventriculo esquerdo e EUA, respectivamente. (POOL, 2007; CAREY, 2008;
FELDMAN et al, 2008; DELEA et al, 2009; TRIMARCH, 2011; BONANI & VESTRA,
2012)
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1.4.4) Antagonistas da Aldosterona

Representados principalmente pela Espironolactona. Possui efeito na reducdo
pressorica, além de reduzir efeitos inflamatdrios, pro-tromboéticos e de fibrose tecidual
associados a acdo da Angll. Seu uso estd associado a uma redu¢do da morbi-mortalidade
cardiovascular e renal. Em associacdo a outros fAirmacos que atuam no SRAA, pode promover
um aumento do efeito colateral relativo aos representantes deste grupo, que € a hipercalemia
(SCHJOEDT et al, 2005; BIANCHI et al, 2006; FURUMATSU et al, 2008; TYLICKI et al,
2008; WERNER et al, 2010).

1.5) Efeito do Bloqueio Farmacologico do SRAA sobre a ND:

Estudos mostram que o uso de iECA, BRA e IR reduzem a proteintiria, assim como
retardam a progressao da ND, tanto em modelos experimentais como em humanos (CHAN et
al, 2004; POOL, 2007; CAREY, 2008; FELDMAN et al, 2008; MANN et al, 2008; DELEA
et al, 2009; SBC, 2010; HOOGWERF, 2010; PICHLER & BOER, 2010; TRIMARCH,
2011).

Estes efeitos anti-proteintricos estariam relacionados ao controle pressorico arterial
sistémico, diminuicdo da pressdo glomerular e redugdo da proliferacdo da matriz mesangial,
estimulados pelo produto final Angll (ZATZ, 2000; GRACIANO & NORONHA, 2010).

A associagdo entre as medicacdes que atuam no SRAA, especificamente entre iIECA-
BRA, BRA-IR tem mostrado efeitos cardio/renoprotetores, com uma maior redugdo da
proteinuria, retardo da ND e doenga renal cronica, com uma maior sobrevida dos pacientes.
Um efeito colateral inerente a estas associacdes relaciona-se a hipercalemia. (AZIZI et al,
2004; LYRA, 2005; PARVING et al, 2008; MANN et al, 2008; DOULTON et al, 2009;
GRAF et al, 2009; RAVID, 2009; CAGNONI et al, 2010; HOOGWEREF, 2010; PICHLER &
BOER, 2010; SBC 2010; VARK, 2012; SUSANTITAPHONG et al, 2013).

O efeito do bloqueio triplo do SRAA, utilizando-se iIECA, BRA e aldosterona
mostrou ser efetivo na redug¢do da proteinuria em pacientes ndo diabéticos, mas com a
necessidade de uso baixas doses de espironolactona ou de resinas de troca idnica associadas
(FURUMATSU et al, 2008; TYLICKI et al, 2008).

No entanto, o efeito da associagdo tripla destas medicacdes iIECA-BRA-IR e seu

efeito sobre o desenvolvimento da ND ainda néo foi definido.

A utiliza¢do de medicamentos que visam minimizar a progressao da ND, reduzindo

os efeitos colaterais, bem como, melhorar a qualidade de vida de pacientes diabéticos ¢
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fundamental, dados a importancia epidemioldgica da morbi-mortalidade de DM, suas
complicagdes principalmente renais que podem evoluir para insuficiéncia renal terminal,
aumentando o nimero de pacientes que necessitam de terapia renal substitutiva (didlise) e o
impacto socio-econdmico da doenga. Baseado no que foi exposto, este trabalho pretende
avaliar os efeitos do bloqueio triplo experimental do SRAA sobre o desenvolvimento da ND,

fornecendo subsidios para uma nova abordagem terapéutica.
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2) OBJETIVOS:

2.1) Objetivos gerais:
Avaliar as repercussdes do bloqueio triplo experimental do SRAA (iECA — enalapril;
BRA — losartan; IR — alisquereno) no desenvolvimento da ND, analisando a estrutura e

funcdo renais e EUA em ratos Wistar diabéticos.

2.2) Objetivos especificos:

* Avaliar a expressdo de a-SMA nos glomérulos e compartimento tubulointersticial
do cortex renal de ratos Wistar diabéticos tratados com bloqueio triplo experimental
do SRAA;

* Avaliar o nimero de células PCNA-positivas nos glomérulos e compartimento
tubulointersticial do cortex renal, assim como contar o nimero de glomérulos, de
ratos Wistar diabéticos tratados com bloqueio triplo experimental do SRAA;

* Determinar a TFG, pelo clearance de creatinina, de ratos Wistar diabéticos tratados
com bloqueio triplo experimental do SRAA;

* Analisar a EUA de ratos Wistar diabéticos tratados com bloqueio triplo
experimental do SRAA;

* Realizar dosagens de sodio, potassio e uréia plasmaticos de ratos Wistar diabéticos

tratados com bloqueio triplo experimental do SRAA;
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3) MATERIAL E METODOS:

O presente estudo foi desenvolvido apds aprovagdo no Comité de Etica no Uso de

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

3.1) Animais:

Foram utilizados ratos Wistar adultos (Rattus norvegicus albinus), com peso em
média de 350g, mantidos no depositiario de animais da area de Ciéncias Fisiologicas do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia em estantes

climatizadas a temperatura de 22°C e ciclo claro-escuro de 12 horas.

3.2) Indugio de DM:

A indu¢do do DM foi feita com a administragdo de aloxano (Sigma-Aldrich), um
analogo toxico da glicose, que produz uma lesdo nas células beta pancreaticas, induzindo um
modelo de DM1 (DORNAS et al, 2006; LENZEN, 2008).

O protocolo de indu¢do de DM consistiu em manter os ratos em jejum absoluto
durante 24h. Apos este periodo, realizou-se anestesia por via peritoneal com tiopental sédico
(Thiopentax®, Cristalia) solugdo a 2,5%, na dosagem de até 25 mg/Kg (FLECKNELL, 1993).
O controle da sedagdo foi efetuado avaliando-se o reflexo de retirada da pata do animal ao
estimulo doloroso. Quando necessario, administrou-se uma segunda dose de anestésico,
respeitando-se a dosagem maxima. Em seguida, o aloxano foi administrado por via
endovenosa (veia peniana), na dosagem de 50 mg/kg de peso corporal, diluido em solugao
salina 0,9%. Posteriormente, os animais ficavam acondicionados em caixas com maravalha
em estantes climatizadas, com racao e agua ad libitum.

Para confirmacdo da hiperglicemia, utilizou-se um glicosimetro (Accu Check Active,
Roche), apods 12h, 24h e 48h de indugdo, coletando-se uma amostra de sangue da cauda dos
animais. Os ratos que apresentaram glicemia maior que 200mg/dL foram considerados
diabéticos. Apds este periodo, os que ndo tinham atingido a meta glicémica, eram
sacrificados, utilizando-se tiopental s6dico em dose toxica por via peritoneal (CLOSE et al,
1996; CLOSE et al, 1997).

Uma vez diabéticos, introduziu-se insulinoterapia com insulina NPH (Humulin N®,
Lilly) uma unidade subcutanea, em dias alternados, visando manter uma hiperglicemia, mas

diminuindo os riscos de morte dos animais.
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3.3) Grupos de estudo:
Ap6s sete dias de indugdo, os ratos foram divididos nos seguintes grupos:

A) grupo controle (n=7): sem tratamento

B) grupo experimental 1 (n=7): tratado com iECA (enalapril - EN), diluido na 4dgua
(20 mg/L), oferecido ad libitum aos animais (VOLPINI et al, 2003).

C) grupo experimental 2 (n=6): tratado com BRA (losartan - LO) diluido na agua (50
mg/L), oferecido ad libitum aos animais (VOLPINI et al, 2003).

D) grupo experimental 3 (n=8): tratado com IR (alisquereno - AL) (Rasilez®,
Novartis), na dose de 50 mg/Kg/dia, administrado por gavagem (MARTINS-
OLIVEIRA et al, 2012). Para a gavagem, macerou-se comprimido de 300 mg de
AL e adsorvido em suspensdo de -carboximetilcelulose 5%, com uma
concentragdo de 60 mg/ml.

E) grupo experimental 4 (n=6): tratado com a associa¢do iECA (EN), BRA (LO) e IR
(AL); EN e LO diluidos na agua em associagdo, nas dosagens de 20 mg/L e 50
mg/L, respectivamente, oferecidos ad [libitum; AL por gavagem, na dose de 50
mg/Kg/dia, conforme descrito previamente.

Ap6s 90 dias de tratamento, os animais foram colocados em gaiolas metabolicas por
24 horas para coleta de urina e, posteriormente, de sangue, para determinacdo da EUA, TFG
(através do clearance de creatinina), potdssio, uréia e creatinina sanguineos.

Em seguida, os animais foram anestesiados com halotano (Cristalia) (CLOSE et al,
1996; CLOSE et al, 1997) e tiveram seus rins retirados (rim esquerdo por padronizagio),

pesados, fixados em methacarn e incluidos em parafina para as demais etapas analiticas.

3.4) Analise Histologica e Imunohistoquimica:

Secgdes de 5 um de tecido renal foram coradas com tricrdmico de Masson para a
analise histologica.

A contagem de glomérulos foi feita por uma secc¢do transversal central do rim
esquerdo de todos os animais dos grupos propostos.

Outros cortes de 5 um de tecido renal dos animais foram desparafinizados e
submetidos a andlise imunohistoquimica, sendo inicialmente incubados com os seguintes
anticorpos primarios (BALBI et al, 2008):

e anti- a-SMA (1/1000), monoclonal (DAKO Corporation, Denmark), overnight a

4°C.
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e anti-PCNA (1/1000), monoclonal (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
USA) durante 60 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida, foram incubados com anticorpos secundarios anti-IgG de camundongo.
O produto da reacdo ¢ detectado com o sistema avidinabiotina-peroxidase (Vector
Labotatories, Burlingame, CA, USA) e a cor desenvolvida pela adicdo de 3,3
diaminobenzidina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) na presenca de agua
oxigenada. As ligagdes inespecificas sdo bloqueadas pelas diluicdes dos anticorpos primarios
e secundarios com solugdo de PBS, contendo albumina bovina 1%. Os controles negativos sao
feitos substituindo o anticorpo primdrio por IgG de camundongo (monoclonal) em

concentragdes equivalentes. A contracoloragdo ¢ feita com metilgreen. (BALBI et al, 2008)

3.5) Avaliacao dos resultados imunohistoquimicos

A avaliagdo dos resultados da imunorreacdo para a-SMA foi feita através da analise
da porcentagem do glomérulo ou do cortex renal marcado, atribuindo um escore de 0 a 4.

O escore 0, equivale em 0 a 5% do campo marcado, o escore 1, entre 5 ¢ 25%, o
escore 2, entre 25 ¢ 50%, o escore 3, entre 50 ¢ 75% e o escore 4, entre 75 ¢ 100% (KLIEM et
al, 1996).

A andlise das imunorreagdes para PCNA foi feita pela contagem de células positivas
por glomérulo ou por area do cértex renal medindo 0,245 mm?®. Determinou-se um escore ou

nimero médio de células por campo e por glomérulo para cada rato (BALBI et al, 2008).

3.6) Estudos de Funciao Renal

A funcao renal foi avaliada pelo clearance de creatinina. Os animais foram colocados
em gaiolas metabolicas e toda a urina de 24 horas coletada; posteriormente, uma amostra de
sangue (1,5 mL) foi retirada da cauda dos animais. A dosagem de creatinina plasmatica e

urinaria foi feita utilizando-se o método colorimétrico.

3.7) Quantificacao de albumina nas amostras de urina

A microalbuminuria foi determinada na amostra de urina de 24h coletada,
metodologia por colorimetria, com o auxilio do vermelho de pirogalol (Labtest) nos animais
de todos os grupos propostos. Esta substancia reage com o molibdato de s6dio formando um
complexo que, quando combinado com a proteina em meio acido desenvolve um cromoéforo
de cor azul. A absorbancia resultante obtido pela leitura das amostras em espectrofotometro

foi diretamente proporcional a concentragdo de proteina na amostra.
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3.8) Analise estatistica
O teste estatistico empregado na avaliacdo de todos os parametros estudados, com o
auxilio do software GraphPad Prism Version 5.00 (Trial), foi o teste de Kruskall-Wallis com

pos-teste de Dunn para comparagdes realizadas entre todos os grupos.
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4) RESULTADOS:

4.1) Induciao do DM:

A indugdo do DM foi feita pela administracdo endovenosa (veia peniana) de aloxana
na dose de 50mg/Kg de peso corporal e a glicemia verificada cerca de 12, 24 e 48 horas apos
a indugdo. Os animais de todos os grupos se apresentaram hiperglicEémicos (glicemia acima de
200mg/dL) apds a inducdo e as glicemias se mantiveram elevadas durante todo o tempo de
tratamento com as drogas EN, LO, AL e associagdo (bloqueio triplo — EN+LO+AL), apesar
da insulinoterapia feita em dias alternados para garantia da sobrevida desses animais, de
acordo com os valores da Figura 3 e Tabela 3, ndo havendo diferencas significativas entre os

grupos. A manutencao de glicemia elevada facilitaria o desenvolvimento da ND

Figura 3 — Graficos dos valores médios da glicemia apresentada pelos animais dos grupos
CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL) apos a indugdo do DM e ao final dos
tratamentos propostos.
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Fonte: O autor.

Os dados s@o expressos como Média = EPM. Teste de Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Embora os
animais de todos os grupos tenham ficado hiperglicémicos, apds a indugdo e se mantido nestas condi¢des ao
longo dos tratamentos, ndo houve diferencas significativas entre os grupos.

Além da hiperglicemia, o quadro de DM1 pode ser comprovado pela intensa politria,
polidipsia, polifagia e perda de peso corporal apresentadas pelos animais de todos os grupos
estudados. Com relacdo a poliuria, animais adultos nao-diabéticos eliminam cerca de
19,32+3,55 mL de urina por dia (dados do laboratorio), enquanto que os animais diabéticos
acompanhados neste trabalho apresentaram volume urinario diario 4 vezes maior que o basal
(Figura 4 e Tabela 3), embora ndo tenham ocorrido diferengas significativas entre os grupos,

para este pardmetro. Quanto a variagdo de peso corporal, os animais foram pesados antes da
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indugdo do DM e ao final do periodo de todos os tratamentos. Foi observada perda importante
de peso nos animais de todos os grupos, com excecdao do grupo AL. No entanto, este ganho
ndo foi significativo, considerando o curto tempo (3 meses) em que os animais foram
acompanhados, pois a tendéncia ¢ que ganhariam peso com o passar do tempo, de qualquer

maneira (Figura S e Tabela 3).

Figura 4 — Grafico dos valores médios de volume urindrio de 24 horas eliminado pelos
animais dos grupos CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).
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Fonte: O autor.

Os valores sdo expressos como MédiatEPM. Teste de Kruskall-Wallis com poés-teste de Dunn. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. Nao houve diferengas significativas de volume urinario entre os grupos
estudados.

Figura 5 — Gréfico da variagdo média de peso corporal apresentada pelos animais dos grupos
CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).
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Fonte: O autor.

Os valores sdo expressos como MédiatEPM. Teste de Kruskall-Wallis com poés-teste de Dunn. Houve perda
importante de peso corporal apresentada pelos animais dos grupos CO, EN, LO e bloqueio triplo (EN+LO+AL).
O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Nao houve diferencas significativas de variacdo de peso corporal
entre os grupos estudados.



Tabela 3 — Valores médios de glicemia apds a indu¢do do DM e ao final dos tratamentos
propostos, volume urindrio de 24 horas e variacdo de peso corporal apresentados pelos

animais dos grupos CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).

Glicemia (mg/dL) CcO EN LO AL EN+LO+AL
Pés-inducgio 453,9 +47,6 545,4 +27,1 481,5 +£58,7 519,3 +46,5 568,3 £28,8

Final 483,1 £39,7 544,77 +25 543,8 £26,7 418,4 £57,9 529,0£31,2

Volume Urinario 83,83 £8,8 102,1 +4,7 95,0 £3,7 85,83 £11,3 92,83 £10,3

didrio (mL)

Variacio de peso -7,43+30,54 -20,43+23,96 -53,17£29,46 12,50+32,05 -49,50+2,83

corporal (g)

Fonte: O autor.
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.

4.2) Analises histologica e imunohistoquimica:

A andlise histologica foi feita em cortes de tecido renal corados com tricromico de
Masson. No cortex renal de animais adultos ndo-diabéticos pode-se observar integridade
estrutural dos glomérulos e tubulos, presentes na regido cortical (Figura 6A). Ja no cortex de
animais diabéticos (CO), constatou-se deposicao de coldgeno glomerular e compartimento
tubulointersticial, dilatagdo tubular, expansdo do espaco capsular e presenca de infiltrado
inflamatorio (Figura 6B), alteragdes que foram atenuadas pelos tratamentos com EN, LO, AL
e bloqueio triplo (EN+LO+AL) (Figura 6C, D, E e F, respectivamente).

Nos tratamentos com AL (171,4+10,10) e o bloqueio triplo (EN+LO+AL)
(161,0+1,30) foi observado um maior nimero de glomérulos por sec¢do central renal quando
comparado aos animais do grupo CO (122,0+11,28), que ndo receberam tratamento (Figura 7
e Tabela 4). Deve-se ressaltar que ndo foram aplicadas escalas morfométricas.

Os animais de todos os grupos, bem como seus rins esquerdos, também foram
pesados para se obter a relagdo peso do rim/peso do corpo e, para este pardmetro, ndo foram

encontradas diferencas significativas entre os grupos estudados (Figura 8 e Tabela 4).
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Figura 6 — Cortes de tecido renal corados com Tricromico de Masson dos animais dos grupos
CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).

Fonte: O autor.

Cortes de tecido renal corados com Tricromico de Masson de animais ndo-diabéticos (A), e animais dos grupos
CO (B), EN (C), LO (D), AL (E) e bloqueio triplo (EN+LO+AL) (F). Observar em B a presenca de infiltrado
inflamatério, expansdo tubular e deposi¢do de colageno nos glomérulos e compartimento tubulointersticial. Em
C, D, E ¢ F observou-se que as alteragdes estruturais estavam amennizadas nos tratamentos com EN, LO, AL ¢
bloqueio triplo (EN+LO+AL), respectivamente.
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Figura 7 — Grafico do nimero de glomérulos presentes por area de sec¢do renal dos animais
dos grupos CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).
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Fonte: O autor.

Os valores sdo expressos como MédiatEPM. *p<0,05 (versus CO), **p<0,01 (versus CO). Teste de Kruskall-
Wallis com poés-teste de Dunn. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Observar um maior nimero de
glomérulos no grupos AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL) quando comparados com o controle.

Figura 8 — Grafico da relacdo peso do rim/peso do corpo dos animais dos grupos CO, EN,
LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO-+AL).
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Os valores sdo expressos como MédiatEPM. Teste de Kruskall-Wallis com poés-teste de Dunn. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

Quanto a imunorreagdo para a-SMA (Figura 9 e Tabela 4), a expressao de a-SMA
no cortex renal de animais adultos ndo-diabéticos encontra-se restrita a parede de vasos
(Figura 9A), mas em modelos de lesdo renal, como durante o desenvolvimento da ND, esta
expressdo pode estar aumentada nos glomérulos e compartimento tubulointersticial. Nos
animais do grupo CO, a expressao desta proteina do citoesqueleto foi maior nos glomérulos e
tubulointersticio. No entanto, os tratamentos com EN, LO, AL e bloqueio triplo

(EN+LO+AL) reduziram, de forma significativa, a expressdo de o-SMA glomerular, e
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somente os grupos EN (9C), AL (9E) e bloqueio triplo (EN+LO+AL) (9F) apresentaram
menor expressao de a-SMA tubulointersticial, quando comparados aos controles (Figura 10 e

Tabela 4).

Figura 9 — Imunorreagéo para a-SMA no cortex renal de animais néo-diabéticos e dos animais dos
grupos CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).

Fonte: O autor.

Imunorreagdo para a-SMA no cortex renal de animais ndo-diabéticos (A) e dos animais dos grupos CO (B), EN
(C), LO (D), AL (E) e bloqueio triplo (EN+LO+AL) (F). Observar em A, a expressdo de a-SMA restrita a
parede de vasos, enquanto que em B, a expressdo estd aumentada no compartimento tubulointersticial. Os
tratamentos com EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL) reduziram a expressdo de a-SMA glomerular
enquanto que EN, AL e bloqueio triplo, diminuiram a expressdo tubulointersticial desta proteina.



Escore para ®-SMA

Figura 10 — Gréficos da quantificacdo da imunorreacdo de a-SMA glomerular e
tubulointersticial no coértex renal dos animais dos grupos CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo
(EN+LO+AL).
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Fonte: O autor.

Os valores sdo expressos como Média+EPM, * p<0,05 (versus CO), ** p<0,01 (versus CO), & p<0,05 (versus
LO), && p<0,01 (versus LO). Teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05.

Com relacdo a marcacgdo para células em proliferagdo, o nimero de células PCNA positivas
no cortex renal € maior durante o processo de desenvolvimento renal, mas em animais adultos
uma certa taxa de proliferacdo e apoptose ocorrem para manutengdo da arquitetura do orgao,
como pode ser visto na Figura 11A. Nao houve diferencas significativas no ntimero de
células PCNA positivas expressas nos glomérulos dos animais dos grupos CO, EN, LO, AL e
bloqueio triplo (EN+LO+AL) (Figuras 11 e 12), embora tenha ocorrido uma tendéncia ao
aumento das células proliferativas nos grupos EN e AL, em relagdo aos controles. No entanto,
os tratamentos com EN e LO (Figuras 11C e 11D, respectivamente, Figura 12 e Tabela 4)
preservaram um maior nimero de células em proliferacdo no compartimento tubulointersticial

dos animais, quando comparados aos diabéticos (CO), sem tratamento.



Figura 11 — Imunorreagdo para PCNA no cortex renal de animais ndo-diabéticos e dos animais
dos grupos CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).

Fonte: O autor.

Imunorreag@o para PCNA no cortex renal de animais ndo-diabéticos (A) e dos animais dos grupos CO (B), EN
(C), LO (D), AL (E) e bloqueio triplo (EN+LO+AL) (F). Observar em C e D um maior numero de células
PCNA positivas no compartimento tubulointersticial.
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Figura 12 — Gréficos da quantificacdo do nimero de células PCNA positivas glomerular e
tubulointersticial no coértex renal dos animais dos grupos CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo
(EN+LO+AL).
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Fonte: O autor.
Os dados sao expressos como Média +EPM, *p<0,05 (versus CO). Teste de Kruskall-Wallis com pos-teste de
Dunn. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Tabela 4 — Contagem do niimero de glomérulos, imunorreacdes para a-SMA ¢ PCNA nos
glomérulos e compartimento tubulointersticial do cortex renal e relagao peso do rim/peso do
corpo dos animais dos grupos CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).

Reacoes Cco EN LO AL EN+LO+AL
o-SMA 0,073+0,009 | 0,026+0,010 ** 0,028+0,007 ** 0,038+0,009 * 0,023+0,009 **
glomerular

a-SMA TBI 0,405+0,037 | 0,276+0,045 *& 0,446+0,128 0,228+0,028**&% 0,295+0,031 *&

PCNA 0,196+0,050 0,335+0,087 0,129+0,028 0,293+0,104 0,133+0,035
glomerular

PCNA TBI 2,580+0,303 | 5,436+0,942 * 6,509+1,031 * 3,972+0,905 3,725+0,801
Numero de 122,0+11,28 151,60+9,23 158,3+14,42 171,4+10,10 ** 161,0+1,30 *
glomérulos

Peso rim / 5,51 +£0,65 6,09 £0,56 7,05 £0,74 5,04 £0,54 5,54 +£0,22
Peso corpo

(mcg)

Fonte: O autor.

Os dados s@o expressos como MédiaxtEPM, * p<0,05 (versus CO), ** p<0,01 (versus CO), # p<0,05 (versus
EN), & p<0,05 (versus LO), && p<0,01 (versus LO). Teste de Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. O nivel
de significancia adotado foi de p<0,05.



4.3) Avaliacao funcional (dosagens plasmaticas e urinarias):

As analises das concentragdes plasmaticas de sodio, potassio e uréia mostraram que
ndo houve diferengas significativas entre os grupos estudados, ou seja, o DM sem tratamento
e os tratamentos que interferem na atividade do SRAA ndo resultaram em alteragdes
plasmaticas destas substancias (Tabela 5 e Figuras 13, 14 e 15). No entanto, pode-se
constatar uma tendéncia a hipercalemia em todos os grupos, sendo mais evidente nos grupos

AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL) (Figura 14).

Tabela 5 — Dosagens das concentragdes plasmaticas de sddio, potassio e uréia dos animais
dos grupos CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).

Substancia CcoO EN LO AL EN+LO+AL
Uréia (mg/dL) 129,5 56,7 104,0 £9,8 133,4 27,9 94,9 £6,5 104,4 £9,0
Sodio (mEq/L) 143,3 +1,2 147,7 £1,1 137,3 £5,1 139,3 £1,8 136,8 +1,7
Potassio (mEq/L) 6,63 +£0,36 6,32 £0,34 6,39 £0,22 8,21 £0,51 7,82 +0,62

Fonte: O autor.
Os dados sdo expressos como MédiatEPM. Teste de Kruskall-Wallis com poés-teste de Dunn. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

Figura 13 — Grafico da dosagem plasmatica de sodio apresentada pelos animais dos grupos
CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).
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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 14 - Grafico da dosagem plasmatica de potassio apresentada pelos animais dos grupos
CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).
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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.

Figura 15 - Grafico da dosagem plasmatica de uréia apresentada pelos animais dos grupos
CO, EN, LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO+AL).
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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.



A determinagio da TFG foi obtida pelo clearance de creatinina. E importante
destacar que animais adultos ndo-diabéticos apresentam TFG por volta de 1,534+0,47 mL/min
(dados do laboratério). Se forem consideradas as TFG dos animais de todos os grupos
estudados neste trabalho, percebe-se que o DM prejudicou a fungdo renal de todos animais, de
maneira significativa. Comparando-se agora somente os grupos estudados, os animais dos
grupos CO, EN e LO apresentaram semelhantes TFG, enquanto que os tratados com AL e
bloqueio triplo (EN+LO+AL) tiveram uma maior TFG, quando comparados aos controles e
aos grupos EN e LO, respectivamente, ou seja, o AL e o bloqueio triplo (EN+LO+AL) foram
efetivos em minimizar a perda de funcdo renal decorrente do quadro de DM nesses animais
(Figura 16 e Tabela 6).

A hiperglicemia resultante do DM também pode provocar perda de proteinas na
urina, como observado nos animais diabéticos deste estudo, mas os tratamentos com AL e
bloqueio triplo (EN+LO+AL) reduziram significativamente a EUA desses animais, quando

comparados aos controles (Figura 17 e Tabela 6).

Figura 16 - Grafico da TFG apresentada pelos animais dos grupos CO, EN, LO, AL e
bloqueio triplo (EN+LO+AL).
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Fonte: O autor.
Os dados sdo expressos como Média =EPM, *p<0,05 (versus CO), #p<0,05 (versus EN), &p<0,05 (versus LO).
Teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 17 - Grafico da EUA média apresentada pelos animais dos grupos CO, EN, LO, AL e

bloqueio triplo (EN+LO+AL).

Fonte: O autor.
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Os dados sdo expressos como Média +EPM, **p<0,05 (versus CO). Teste de Kruskall-Wallis com pods-teste de
Dunn. O nivel de significncia adotado foi de p<0,05.

Tabela 6 — Determinagdo da TFG (mL/min) e EUA (mg/dL) dos animais dos grupos CO, EN,
LO, AL e bloqueio triplo (EN+LO-+AL).

Parametros coO EN LO AL EN+LO+AL
EUA 72,1 £15,5 47,6 9,6 43,1 +8,3 28.8+6,8" 282440
(mg/dL)

TFG 0,59 0,08 | 0,48 +0,09 0,53 0,11 | 0,75 +0,13"7¢ | 0,76 +£0,22""%
(mL/min)

Fonte: O autor.

Os dados sdo expressos como Média £EPM, *p<0,05 (versus CO), **p<0,01 (versus CO), #p<0,05 (versus EN),
&p<0,05 (versus LO). Teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. O nivel de significancia adotado foi de

p<0,05.
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5) DISCUSSAO:

Virios trabalhos utilizaram a estreptozotocina (STZ) como agente indutor de DM1,
droga altamente citotoxica para células beta pancreaticas (YOUNG et al, 1995; KALENDER
et al, 2002; VOLPINI et al, 2003; GROSS et al, 2003; LI et al, 2009; MATAVELLI et al,
2012). Outra opgao ¢ a aloxana (2,4,5,6-tetraoxypyrimidine; 5,6-dioxyura-cil), droga que
provoca liberacdo subita de insulina pelas células beta pancredticas, seguida por completa
supressdo da resposta celular a glicose plasmatica. Por conta desse efeito, experimentalmente
varios animais morrem de hipoglicemia pds-inducdo, se ndo forem tratados com solugdo de
glicose nas primeiras 24 horas. A aloxana ¢ uma substancia hidrofilica instavel que adentra
facilmente a célula beta e promove liberacao de espécies reativas de oxigénio que fragmentam
o DNA celular. Efeito bastante parecido ao da STZ, embora esta droga seja mais efetiva em
induzir o DM, resultando em maior sucesso de inducao (SZKUDELSKI, 2001). Neste
trabalho, optou-se pela aloxana e o modelo de inducdo foi bastante satisfatorio, pois apds um
jejum total (hidrico e alimentar) de 24 horas e administragdo endovenosa de aloxana na dose
de 50mg/Kg de peso corporal, cerca de 90% dos animais tornaram-se diabéticos com glicemia
extremamente elevada. Os niveis glicémicos alcangados foram mais elevados que os

encontrados por VOLPINI et al (2003), ap6s a indug@o por STZ.

Além da hiperglicemia, foram constatados sintomas classicos do quadro de DM em
todos os animais, como politria, polidipsia, polifagia e perda de peso no decorrer do periodo
de acompanhamento. Com tais niveis glicémicos elevados (maior que 450 mg/dL), objetivou-
se o desenvolvimento de ND sem a necessidade de uma nefrectomia unilateral (o que
permitiria um desenvolvimento de lesdo de ND com glicemias por volta de 300 mg/dL, como
descrito em VOLPINI et al, 2003). Sendo assim, dado a hiperglicemia acima dos niveis da
literatura, para se evitar uma maior mortalidade, optou-se pela manuten¢do desses animais por
3 meses, sem nefrectomia e com maiores niveis glicEémicos, cerca de 450 mg/dL, obtidos a

partir de insulinoterapia em dias alternados.

A partir das andlises histologica e imunohistoquimica do tecido renal dos animais
diabéticos CO, constatou-se aumento da deposicdo de coldgeno nos glomérulos e
compartimento tubulointersticial e presenca de infiltrado inflamatdrio, além de expressao
aumentada de a-SMA e poucas células em proliferacdo, fatores que podem ter contribuido

para a reduzida TFG e importante proteinuria apresentadas por esses animais. A ND ¢
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caracterizada por lesdo glomerular, conforme ja descrito previamente neste trabalho, com
niveis aumentados de EUA, de microalbuminuria a macroalbumintria (OLUGBENGA et al,
2004; GROSS et al, 2005; SCHMID & BERTOLUCI, 2009; SILVEIRO et al, 2010;
BERHANE et al, 2011). Os principais componentes da MEC sdo fibronectina, laminina,
tenascina e colageno (tipo IV, V e VI) (KASHTAN, 1995). Entretanto, no glomérulo
esclerdtico, além desses componentes ha também actimulo de colageno tipo I e tipo III, que
geralmente ndo sdo detectados na MEC do glomérulo normal (HARALSON et al, 1987). O
coldgeno tipo IV ¢ a proteina mais abundante na matriz mesangial (STRICKER et al, 1984) e

sua deposi¢do aumenta com a gravidade da doenca glomerular (DOI et al, 1991).

Conforme descrito previamente, 0 DM lesa, seletivamente, células cujo transporte de
glicose nao se reduz com a hiperglicemia, como ¢ o caso das células mesangiais, endoteliais
da retina e neurdnios de nervos periféricos, acarretando maior concentracdo intracelular de
glicose. Varios sdo os mecanismos envolvidos no dano tecidual causado pela hiperglicemia
como aumento do fluxo pela via dos polidis, o que aumenta a sensibilidade ao estresse
oxidativo intracelular, produ¢do intracelular aumentada de produtos avancados da glicagao
ndo-enzimatica (AGEs), ativagdo da via da PKC e aumento da atividade da via das
hexosaminas, gerando aumento de citocinas (BROWNLEE, 2005; TURATTI &
RODRIGUES, 2005; SCHLEICHER & FRIESS, 2007; FUKAMI et al, 2008; HA et al, 2008;
SOLDATOS & COOPER, 2008; ZIYADEH, 2008; LIM & TESH, 2012; BUREN & TOTO,
2013; KANASAKI et al, 2013; SUN et al, 2013). Estudos com cultura de células mesangiais
constataram que a alta concentragdo de glicose estimulou a atividade de renina intracelular e a
geracdo de All, promovendo o crescimento celular, proliferacio da MEC e inibindo a sua

degradagao (VIDOTTI et al, 2004).

Os demais animais tratados com medicamentos que interferem na atividade do
SRAA (iECA, BRA, AL e bloqueio triplo) apresentaram alteragdes histologicas mais
discretas, além de redugdo na expressao de a-SMA glomerular, o que garantiu melhor TFG e
menor proteindria, demonstrando novamente que o SRAA é um importante mediador dos
danos renais provocados pelo DM. A reducdo da expressdo tubulointersticial de a-SMA
apresentada pelos animais tratados com EN, AL e bloqueio triplo foram superiores, inclusive,
ao observado no grupo LO, além do AL e bloqueio triplo terem minimizado a diminui¢do do
niamero de glomérulos por area de secc¢do renal, que foi observada nos animais diabéticos
(CO), embora ndo tenham ocorrido alteragdes na relagcdo peso do rim/peso do corpo de todos

os grupos estudados. Pacientes diabéticos submetidos a bidpsia renal para investigagdo de
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glomerulonefrite, sobreposta a ND (ESSAWY et al, 1997; PEDAGOGOS et al, 1997),
apresentaram expressao de a-SMA glomerular, tubulointesticial e arteriolar, independente da
presenga de outra doenga associada, sendo que esta caracteristica associa-se a presenga da
proliferacdo mesangial e intersticial, auxiliando no estabelecimento da lesdo glomerular e na
progressdo da ND (YOUNG et al, 1997; ESSAWY et al, 1997; PEDAGOGOS, 1997,
YONEMOTO et al, 2006; LI et al, 2009). INSERRA et al (1996) e MIZUNO et al (1998)
demonstraram uma redugdo da expressdo de a-SMA tubulointersticial em camundongos
tratados com enalapril. INSERRA et al (2009), avaliando efeitos do envelhecimento em ratos,
verificaram uma reducao da expressdo de a-SMA ap6s 18 meses de tratamento com enalapril
e losartan, além de reducdo de proteintria. O losartan também promoveu redugdo da
expressdao a-SMA glomerular em ratos diabéticos (TUFESCU et al, 2008). TUNCDEMIR &
OZTURK (2008) em experimentos com animais diabéticos tratados por 30 dias com
perindopril iIECA) e irbesartan (BRA) em associagdo, mostraram uma baixa expressao de o-
SMA glomerular, semelhante ao encontrado no grupo controle nao-diabético. SATO et al
(2012) demonstraram que o alisquereno diminuiu a expressao patoldgica de a-SMA, além de
aumentar o fluxo sanguineo glomerular em animais experimentais. Assim, a inibicdo do

SRAA ¢ um potencial alvo no tratamento e preven¢ao da ND.

Com relacdo a imunorreacdo para PCNA glomerular, um marcador de células em
proliferacdo, ndo houve diferencgas significativas entre os grupos estudados, embora tenha
ocorrido uma tendéncia ao aumento nos grupos EN e AL. J4 no compartimento
tubulointersticial, houve um aumento significativo das células proliferativas nos animais dos
grupos EN e LO, quando comparados aos controles diabéticos. MAEDA et al (2003)
constataram que ratos espontaneamente diabéticos apresentam pico de PCNA tecidual
peritubular apés 10 dias desenvolvimento de diabetes (fase aguda), sendo que, apos este
periodo, ha uma queda rapida e progressiva, em 40 dias de acompanhamento. GROSS et al
(2003) mostraram uma baixa expressdo de PCNA em células tubulointersticiais de ratos
diabéticos tratados com iIECA. VOLPINI et al (2003) estudando os efeitos dos tratamentos
com enalapril e losartan nos eventos que precedem a ND em ratos nefrectomizados
unilateralmente, ndo observaram alteracdes significativas no nimero de células PCNA
positivas glomerulares e tubulointersticiais, nem na expressdo de o-SMA, nos grupos
analisados, ressaltando-se que a indu¢do do DM foi feita com STZ. Neste estudo, os animais
foram acompanhados por 3 meses e os diabéticos apresentaram poucas células em

proliferacdo no cortex renal, mas a insulinoterapia e a inibicdo do SRAA com EN e LO pode
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ter minimizado a perda de células proliferativas. No entanto, existem poucos trabalhos na
literatura que avaliaram marcagdo para PCNA em quadros de DM induzido e concomitante
administracdo de medicamentos que atuam no SRAA. Outra andlise a ser considerada, ¢ a
realizacdo de marcagdo para células em apoptose no cortex renal durante o DM, para se ter

uma idéia do turnover celular ou relagdo proliferacao/apoptose.

O presente estudo também demonstrou uma menor EUA e uma maior TFG em ratos
diabéticos tratados com AL e bloqueio triplo, quando comparados aos controles diabéticos, o
que evidencia a capacidade desta droga (monoterapia) e sua associacdo ao EN e LO em
preservar a funcdo renal, que tende a se deteriorar com a evolugdo do DM . Estudos mostram
que albuminuria e TFG sdo importantes preditores de eventos cardiovasculares, insuficiéncia
renal cronica terminal e mortalidade nos pacientes diabéticos (BERHANE et al, 2011). O
efeito antiproteinurico de iECA e BRA, os fazem drogas de primeira linha em pacientes
diabéticos hipertensos com ND, promovendo a redugdo da proteinuria e prevenindo a
progressdo da nefropatia (BRENNER et al, 2001; KEANE & LYLE, 2003; HOOGWEREF,
2010; SHLIPAK, 2010; KOBORI et al, 2013). O tratamento com alisquereno também
promoveu redugdo da proteiniria em pacientes diabéticos hipertensos (PARVING, 2008).
Efeitos similares foram encontrados com o bloqueio duplo do SRAA utilizando-se associa¢ao
de iECA ¢ BRA (PARVING et al, 2008; PICHLER & BOER, 2010; WERNER et al, 2010).
Ha meta-analises que mostram menor mortalidade em grupos de diabéticos tratados com
iIECA (VARK et al, 2012). O grande problema da associacdo esta no potencial aumento de
efeitos adversos com hipotensao e queda da TFG, evidenciado na associagdo de iECA ¢ BRA
e outros eventos cardiovasculares (infarto nao fatal, acidente vascular cerebral) na associa¢ao
AL ¢ BRA (MANN et al, 2008, BONANI & VESTRA, 2012; McMURRAY et al, 2012;
BUREN & TOTO, 2013; LIZAKOWSKI et al, 2013). Um dos efeitos colaterais da associa¢ao
EN, LO e AL encontrado neste estudo foi a hipercalemia, registrada nos animais de todos os
grupos, mas mais evidente nos grupos AL e bloqueio triplo, embora sem significancia
estatistica. Também foram realizadas as dosagens plasmaticas de sodio e uréia, para as quais

ndo houve alteragdes significativas entre os grupos estudados.

Os efeitos de associacdes entre medicamentos que interferem no SRAA s3o comuns
na literatura e pratica clinica. O bloqueio triplo utilizando-se iECA, BRA e bloqueador de
receptor mineralocorticoéide (antagonistas da aldosterona) ja foi avaliado em pacientes renais
cronicos e na nefropatia nao-diabética, reduzindo a proteintiria (FURUMATSU et al, 2008;

KURIYAMA et al, 2009). Outro exemplo de bloqueio triplo com combinag¢do entre EN, LO e
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AL foi analisado em pacientes com glomeruloesclerose segmentar focal e sindrome nefrética
apos transplante renal, quando constatou-se também efeito antiproteintirico (FREIBERGER et
al, 2009). No entanto, os efeitos do bloqueio triplo com EN, LO e AL sobre o

desenvolvimento da ND, ainda ndo tinham sido investigados.

Por fim, os dados apresentados neste estudo que foram, eventualmente, diferentes
dos constantes na literatura, podem ser resultado de diferengas no protocolo experimental
proposto, droga utilizada para indu¢do do DM, niveis glicémicos mantidos durante o

tratamento e resposta da espécie animal utilizada.
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6) CONCLUSAO:

O AL, bem como sua associacdo ao EN e LO (bloqueio triplo) foram efetivos em
minimizar a queda da TFG, mais do que a monoterapia com EN e LO, e reduzir a EUA
apresentadas por animais diabéticos, possivelmente por promoverem redugdo na expressao de
a-SMA no coértex renal desses animais e minimizarem as alteragdes estruturais renais

observadas no DM.
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