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RESUMO

A nefropatia associada ao diabetes mellitus € uma das mais sérias e
comuns complicagdes microvasculares do diabetes tipo 1 e tipo 2 e os seus
efeitos nos rins sao principalmente resultantes da hiperglicemia. O objetivo do
trabalho foi avaliar se a administracao da melatonina pode neutralizar os efeitos
adversos da nefropatia diabética induzida pela estreptozotocina, melhorando
diretamente caracteristicas como funcao renal, pressao arterial e o estresse
oxidativo. Para tanto, foram utilizados 50 ratos albinos, divididos nos seguintes
grupos: GC: ratos sem inducdo ao diabetes; GD: ratos induzidos ao diabetes e
tratados com placebo; GDM: ratos induzidos ao diabetes e tratados com
melatonina na dosagem de 10mg/kg durante 20 dias; GDMS: ratos induzidos
ao diabetes e tratados simultaneamente com melatonina; GDI: ratos induzidos
ao diabetes e tratados com insulina na dose de 5U/dia durante 20 dias. Os
resultados mostraram que a administragcdo da melatonina simultaneamente a
inducdo do diabetes foi capaz de produzir efeitos benéficos nas alteragdes
encontradas nos animais diabéticos, atuando de maneira positiva ao reduzir o
peso dos rins e o indice organossomatico, tendéncia a redugcdo dos valores
hiperglicémicos, protecao das células beta pancreaticas refletidos nos valores
de insulina, recuperacao dos niveis plasmaticos do 6xido nitrico, bem como
minimizou as alteragbes histologicas, reduzindo também o acumulo de
glicogénio e colageno nos rins desses animais. Além disso, os valores de
creatinina e uréia apresentaram-se equivalentes aos dos animais do grupo
controle. Melatonina também reduziu os niveis de TBARS e a taxa de células
apoptoticas. No entanto, ndo interferiu significativamente sobre os niveis da
GSH, ganho de peso corporal e pressdo arterial. Assim, concluimos que a
administragdo da melatonina simultaneamente a indu¢ao do diabetes atuou de
maneira benéfica sobre a histofisiologia renal de animais com o quadro de
nefropatia diabética, comprovando sua capacidade antioxidante e protetora

sobre 0s rins.

Palavras-chave: diabetes, estresse oxidativo, apoptose, melatonina,
histofisiologia renal



ABSTRACT

Nephropathy associated with diabetes mellitus is one of the most serious and
common microvascular complications of type 1 diabetes and type 2 and its
effects are primarily on the kidney resulting from hyperglycemia. The objective
was to evaluate whether the administration of melatonin may neutralize the
adverse effects of diabetic nephropathy streptozotocin-induced, improving
directly characteristics as kidney function, blood pressure and oxidative stress.
Therefore, 50 albino rats were divided into the following groups were used: GC:
mice without inducing diabetes; GD: STZ-induced rats and treated with
placebo; GDM: STZ-induced rats and treated with melatonin at a dose of 10mg
/kg for 20 days; GDMS: STZ-induced rats and treated simultaneously with
melatonin; GDI: STZ-induced rats treated with insulin at a dose of 5 U /day for
20 days. The results showed that administration of melatonin simultaneously
induction of diabetes was able to produce beneficial effects on the changes
seen in diabetic animals, acting positively to reduce the weight of the kidneys
and the organossomatic index, tend to reduce the hyperglycemic values,
protection of pancreatic beta cells reflected in insulin values, recovery of plasma
levels of nitric oxide, as well as minimized the histological changes also reduce
the accumulation of glycogen and collagen kidney of these animals.
Furthermore, the values of creatinine and urea showed to be comparable to
those of the control group animals. Melatonin also reduced the TBARS and the
rate of apoptotic cells. However, did not interfere significantly on the GSH
levels, body weight gain and blood pressure. Thus, we conclude that the
administration of melatonin simultaneously diabetes induction acted beneficially
on renal histophysiology animals with diabetic nephropathy frame, proving its
antioxidant capacity and protective on the kidneys.

Keywords: diabetes, oxidative stress, apoptosis, melatonin, renal
histophysiology
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus € um distarbio crénico, caracterizado por alteragao
no metabolismo da glicose e outras substancias energéticas, resultando
tardiamente em complicagdes vasculares e neuropaticas, ou seja, € um grupo
de distarbios metabdlicos caracterizados por hiperglicemia resultante de
disfungdes na secrecdo de insulina ou da perda progressiva de sua agao, ou
ambos os fatores ( AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; SHERWIN,
2000). A incidéncia do diabetes varia na populacdo mundial. Segundo a
Federacdo Internacional de Diabetes, a epidemia da doenga continua a
aumentar no mundo, com a impressionante marca em 2011 de 366 milhdes de
pessoas afetadas. No Brasil, estima-se que o numero de pessoas afetadas
pelo diabetes atinja 11.6 milhées até o ano de 2025 (MALERBI; FRANCO,
1992; KING; REWERS, 1993; KING; AUBERT; HERMAN, 1998; RESNIKOFF
et al., 2004).

O estresse oxidativo parece ser o fator mais importante no aparecimento
das complicagdes do diabetes (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000;
DAVE; KALIA , 2007; FOX et al., 2004). Espécies reativas de oxigénio (ROS)
podem modular a fungao celular, sinalizagao de receptores e a resposta imune
em condi¢des fisiolégicas. Porém a producédo excessiva de ROS pode mediar
danos epiteliais progressivos microvasculares causando alteragdes na matriz
extracelular e apoptose em diversos tecidos (CAl; HARRISON, 2000; FERRINI
et al., 2006; MCCANN et al., 2005; SCHMEICHEL et al., 2005).

Hakim; Pflueger (2010) relataram danos renais caracterizados por
nefropatologias provocadas por excessos de ROS. Um entre trinta pacientes
diabéticos desenvolve nefropatologia significante onde o seu progresso termina
com faléncia renal (HARTMANN; CZOCK; KELLER, 2010; REMUZZI; MACIA;
RUGGENENTI, 2006). Em condigdes hiperglicémicas a presenca de proteindria
esta correlacionada com extensa hipertrofia mesangial e baixa funcéo
glomerular, indicando assim, um dano renal (MAUER, 1994). Diabetes induzido

experimentalmente por agentes quimicos como a estreptozotocina e aloxana,
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destréi as células B do pancreas pela geracdo de excesso de ROS e produz
lesbes nos rins, similares a nefropatologia diabética humana (SZKUDELSKI,
2001; VANDER; JAGT et al., 2001).

A melatonina (N-acetil 5 metoxitriptamina) € o horménio produzido pela
glandula pineal, a partir do triptofano (NISHIDA et al., 2005; PADILLO et al.,
2004; PEIl; PANG; CHEUNG 2003). Este horménio participa de um grande
namero de processos fisiolégicos, tais como: regulacdo do ritmo circadiano e
reproducdo, sendo relatada também como um potente antioxidante (KILIC et
al., 2004; NISHIDA et al., 2005). Estudos tém mostrado que a melatonina reduz
0 estresse oxidativo na retina, cérebro e figado de ratos induzidos ao diabetes
pela estreptozotocina (PADILLO et al., 2004; RAO et al., 2002; SAENZ et al.,
2002). No entanto, poucos sao os relatos da agdao da melatonina sobre
nefropatologia diabética. Assim, avaliaremos por meio de métodos
imunoldgicos e histolégicos se a melatonina também pode minimizar o

desenvolvimento da nefropatologia diabética.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus

O envelhecimento populacional, a urbanizagéo e especialmente o estilo
de vida inadequado, caraterizado principalmente por ma alimentacdo e
sedentarismo, tém sido considerados como alguns fatores relacionados com o
aumento na incidéncia de diversas enfermidades, dentre as quais, uma das
mais prevalentes é o diabetes mellitus (JAHN, 2010; WILD et al., 2004).

O Diabetes Mellitus (DM) é um grave e crescente problema de saude
publica, com caracteristicas epidémicas, tanto em termos de numero de
pessoas afetadas e mortalidade prematura, como também, em relacdo aos
custos envolvidos no seu controle e no tratamento das complicacdes
vasculares especificas da doenca (CERIELLO et al., 2009). Cerca de 350
milhdes de pessoas no mundo s&o estimadas ter diabetes, onde a cada ano,
aproximadamente 7 milhdes de pessoas desenvolvem os sintomas da doenca
(DANAEI et al., 2011). Estimativas mostraram que em 2007 havia no Brasil
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quase 7 milhdes de pessoas com diabetes com idade variando de 20 a 79 anos
(5,8% da populacdo na mesma faixa etaria), com projecdo de aumento para
11,4% em 2025 (DANAEI et al., 2011).

O DM é caracterizado por um grupo de disturbios metabdlicos crénicos,
resultante da condicdo de hiperglicemia, devido a deficiéncia na secrecao de
insulina pelas células B do pancreas, acao da insulina, ou ambos os fatores
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; OLIVEIRA et al.,, 2009). A
classificacdo do DM inclui quatro classes clinicas, sendo baseada na sua
etiologia e n&do pela forma de tratamento. Dessa maneira, o DM é classificado
em: Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1), Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2), tipos
especificos de Diabetes Mellitus e Diabetes Mellitus gestacional (DMG); além
disso, existe ainda a glicemia de jejum alterada e tolerancia a glicose
diminuida, as quais sao consideradas fatores de risco para o desenvolvimento
de DM e doencas cardiovasculares (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2014; ZIMMET; ALBERT; SHAW, 2001).

O DMT1 acomete cerca de 5% a 10% dos casos de diabetes
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009). Sendo anteriormente
conhecido pelos termos “diabetes insulino-dependente” ou “diabetes juvenil”,
resulta na destruicdo das células B do pancreas, levando a um quadro de
insuficiéncia na producao ou secreg¢ao de insulina e envolve fatores genéticos,
imunolégicos e ambientais (ONENGUT-GUMUSCU; CONCANNON, 2002). A
destruicdo das células pode ocorrer por um processo autoimune, levando a um
quadro de insulite e presenca de anticorpos (anti-descarboxilase de &acido
glutdmico, anti-ilhotas e anti-insulina) ou por uma causa desconhecida, onde é
observada a auséncia de insulite e autoanticorpos, caracterizando a forma
idiopatica da doenca (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; GROSS
et al., 2002; WAJCHENBERG, 1992). Embora o DMT1 seja reconhecido como
uma doenga que acomete criangas e adultos jovens, estudos epidemioldgicos
tem indicado uma incidéncia comparavel em adultos (ONKAMO et al., 1999).

O DMT2 é a forma mais comum, representando 90% a 95% dos casos
diagnosticados da doenca (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).
Previamente definida como diabetes nao insulino-dependente ou diabetes do

adulto, essa forma de acometimento inclui os individuos que apresentam um
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quadro de resisténcia a insulina e uma resposta secretéria de insulina
compensatéria inadequada. Esse aumento da resisténcia periférica a insulina
se da devido a defeitos na cascata de sinalizagao ou no proprio receptor de
insulina. Sendo assim, os tecidos alvos ndo usam adequadamente a insulina
com o efeito de fatores como a idade, obesidade e sedentarismo ou as células
beta pancredaticas tornam-se progressivamente menos capazes de secretar
insulina suficiente para manter a homeostase de carboidrato e lipideo
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; BELL; POLONSKY, 2001;
SALTIEL; KAHN, 2002). O tratamento do DMT2 visa manter o controle
glicémico adequado, seja com dieta hipocalérica, pratica de exercicios fisicos
ou uso de medicacbes como sensibilizadores da acdo de insulina, anti-
hiperglicemiantes, drogas anti-obesidade e/ou insulina, as quais podem ser
utilizadas isoladamente ou em associacdes (ARAUJO; BRITTO; PORTO DA
CRUZ, 2000).

Quando a hiperglicemia € detectada durante uma gestagéo, ocorre o que
chamamos de diabetes gestacional. Esse tipo de diabetes é resultante de uma
tolerancia diminuida aos carboidratos e essa condicdo pode persistir ou nao
apdés o parto. Caso persista, determina-se entdo um quadro de DMT2
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013; BUCHANAN et al.,, 2007;
GROSS et al., 2002; TERVAERT et al., 2010). Os outros tipos especificos de
diabetes s&o ocasionados devido a defeitos genéticos na fungéo das células ,
defeitos genéticos na acdo da insulina, doencas do pancreas exocrino,
endocrinopatias, indugao por drogas ou produtos quimicos, infec¢cées e formas
incomuns de diabetes imuno-mediado (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2013; BALSELLS et al.,, 2015; GROSS et al.,2002).

A resisténcia a insulina ou sua auséncia no organismo diminui a
eficiéncia de utilizagédo periférica de glicose e aumenta sua producéo, elevando
a glicemia. Os sintomas dessa hiperglicemia acentuada incluem: 1) polidpisia,
onde o aumento da ingestdo de liquido é resultante da reducdo de agua
intracelular devido a hiperosmolaridade e aumento crescente da glicemia; 2)
polidria, que é secundaria a diurese osmética pela glicosuria; 3) polifagia, que é
o aumento da ingestdo de alimento, dependente do aumento acentuado do
catabolismo de proteinas e lipidios; 4) cetoacidose, por elevacdao dos acidos
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graxos livres, cuja oxidagdo hepéatica resulta em corpos cetdnicos no plasma,
resultando na cetoacidose diabética (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2004; DIAS; SOARES; REZENDE, 2001; WAJCHENBERG, 1992).

Quando a hiperglicemia torna-se crbnica, o substrato utilizado como
fonte de energia passa a ser toxico. Dessa maneira, a hiperglicemia da
diabetes, a longo prazo, causa alteragdes micro e macrovasculares, levando ao
acometimento de diversos 6rgaos e afetando a qualidade de vida dos
portadores (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; CORIGLIANO et al.,
2006; LAGRANHA et al., 2007; MEHMET et al., 2008; SALIDO et al., 2013). Os
danos microvasculares incluem principalmente os rins e a retina, sendo
responsaveis, respectivamente, pela nefropatia e retinopatia diabética
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; GROSS et al., 2002). A nivel
macrovascular, ocorre 0 acometimento coronariano e dos vasos sanguineos,
principalmente relacionados com o aumento da pressédo arterial sistémica
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; LAGRANHA et al., 2007; SIMA;
SUGIMOTO, 1999). Além disso, ocorre alteracdo nos nervos motores,
sensoriais e autonémicos, caracterizando a neuropatia diabética (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014; MEHMET, 2008).

Ao longo dos anos, o modelo animal vem sendo extensamente utilizado
para estudos do DM. A inducdo do DM com a droga estreptozotocina (STZ)
promove danos semelhantes aos provocados pelo DMT1. Akbarzabeh et al.
(2007) mostraram através de amostras do tecido pancreético de ratos normais
e diabéticos que as células B nas ilhotas de Langerhans de ratos que
receberam injecado com STZ foram claramente degeneradas, provocando o DM
experimental. A STZ também altera o metabolismo normal em ratos diabéticos
comparando com ratos normais. O consumo de agua e alimentagéo, volume de
urina e glicose sanguinea aumentam em animais diabéticos em comparacao
com ratos normais, enquanto os niveis de insulina e peso corporal diminuem
(AKBARZABEH et al., 2007).
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2.2 Osrins

Os rins sao 6érgaos excretores, com morfologia classicamente definida
em forma de grado de feijao e que apresentam uma borda convexa e outra
cbncava, na qual se situa o hilo, regido por onde entram e saem vasos
sanguineos e linfaticos, entram nervos e saem os ureteres (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). Histologicamente, o rim €& constituido pela capsula, de
tecido conjuntivo denso e possui duas regides distintas, a zona cortical e a
zona medular (AIRES, 2008; BERNE et al., 2004; ROSS; PAWLINA, 2008).

Os rins retém os materiais essenciais e removem do organismo
substancias prejudiciais ou ndo aproveitaveis. Eles sdo responsaveis pela
manutencgao e regulacdo da composicao do liquido extracelular, e também sao
essenciais para a manutencao do equilibrio acido-base. Funcionam como um
orgao enddcrino, pois sintetizam e secretam o horménio glicoprotéico
eritropoetina, que regula a formacao das hemacias em resposta a diminui¢ao
da concentracdo de oxigénio no sangue. Além disso, sdo responsaveis pela
sintese e secrecao da protease acida renina, uma enzima envolvida no controle
da presséao arterial e do volume sanguineo (AIRES, 2008; ROSS; PAWLINA,
2008).

O néfron, considerado a unidade funcional do rim, consiste em uma
porcdo dilatada, o corpusculo renal e um sistema de tdbulos (ROSS;
PAWLINA, 2008), que incluem o tabulo contorcido proximal, partes delgadas e
espessas da alca de Henle e o tubulo contorcido distal. O tubulo coletor
conecta o tubulo contorcido distal aos fragmentos corticais ou medulares dos
ductos coletores (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O corpusculo renal
consiste de uma rede de capilares (0 glomérulo), envolvido pela capsula de
Bowman. Esta capsula possui dois folhetos, um interno ou visceral, junto aos
capilares glomerulares, e outro externo, ou parietal, formando os limites do
corpusculo renal. O folheto parietal é constituido por epitélio simples
pavimentoso, enquanto o folheto visceral apresenta células desenvolvidas, que
sdo 0s poddcitos. O espaco entre a camada visceral e a camada parietal é
chamado de espaco subcapsular, que recebe o liquido filtrado através das
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paredes dos capilares e do folheto visceral da capsula (BERNE et. al., 2004;
ROSS; PAWLINA, 2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O corpusculo renal contém, ainda, um grupo de células denominadas
células mesangiais. Tais células e sua matriz extracelular constituem o
mesangio. As células mesangiais ndo estdo inteiramente confinadas ao
corpusculo renal, algumas estao fora do corpusculo ao longo do pdélo vascular,
onde também sdo chamadas de células reticuladas, e fazem parte do que é
denominado aparelho justaglomerular (ROSS; PAWLINA, 2008). O aparelho
justaglomerular € um componente do importante mecanismo de feedback que
regula o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtragdo glomerular. O aparelho
justaglomerular é formado pela macula densa, pelas células mesangiais
extraglomerulares e pelas células granulares produtoras de renina na arteriola
aferente (BERNE et al., 2004).

A acado coordenada dos varios segmentos dos néfrons determina a
quantidade de substancias contidas na urina. Ha trés processos gerais: 1)
filtracdo glomerular, 2) reabsorcdo de substancias do fluido tubular para o
sangue, e 3) em alguns casos, secrecao de substancia do sangue para o fluido
tubular. O primeiro passo na formacao da urina pelos rins € a producdao de um
ultrafiltrado de plasma através dos glomérulos (BERNE et al., 2004).

A formacéo da urina comeca com a filtracao glomerular, que é o fluxo de
liquido filtrado dos capilares glomerulares para dentro da capsula de Bowman.
O filtrado glomerular € muito parecido com o plasma sanguineo. Entretanto,
contém poucas proteinas. As grandes proteinas plasmaticas como albumina e
células do sangue sao excluidas durante o movimento pela barreira de
filtracdo. O filtrado contém principalmente ions inorganicos e solutos organicos
de baixo peso molecular, praticamente nas mesmas concentracbes que o
plasma (EATON; POOLER, 2008).

O volume de filtrado formado por unidade de tempo é conhecido com a
taxa de filtracdo glomerular (TFG). A capacidade de filtrar um enorme volume
de plasma permite aos rins excretar grandes quantidades de produtos residuais
e regular os constituintes do meio interno com muita preciséo (EATON;
POOLER, 2008).
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A TFG é a soma das intensidades de filtracdo de todos os néfrons em
funcionamento. Assim, a TFG é o indice da funcédo dos rins. O conhecimento
da TFG é essencial na avaliagdo da gravidade e do desenvolvimento da
doenca renal. Quando ocorre queda na TFG, geralmente, significa que a
doenca esta progredindo, enquanto o aumento na TFG geralmente sugere o
restabelecimento da funcéo renal (BERNE; LEVY, 2000).

Dentre as doencas que mais afetam os rins esta o diabetes mellitus e a
hipertensdo, que resultam na nefropatia diabética. Sao diferentes niveis de
acometimento, porém, o quadro mais grave pode levar a insuficiéncia renal
cronica (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

2.3 Nefropatia diabética

A nefropatia associada ao DM €& uma das mais sérias e comuns
complicagdes microvasculares do diabetes tipo 1 e tipo 2, sendo considerada a
principal causa de insuficiéncia renal crénica (IRC) e principal indicacéo para
didlise e transplante (estagio terminal ou estagio dialitico da doencga renal).
Aproximadamente 30% dos pacientes com DM desenvolve nefropatia (USRDS,
2007). Na maior parte do mundo, essa complicagcdo crénica do DM acomete
cerca de 25% dos individuos com diabetes tipo 1 e de 5% a 10% com diabetes
tipo 2 e esta associada com o aumento de mortalidade cardiovascular (GROSS
et. al., 2005; USRDS, 2007). De acordo com a AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION (2013), para diminuir o risco ou reduzir a progressao da
nefropatia, recomenda-se a otimizacdo do controle glicémico e do controle da
pressao arterial.

O principal determinante na génese e progressao da ND é a
hiperglicemia, processo que pode ser modificado por susceptibilidade genética
e acelerado por outros fatores, especialmente a hipertensao arterial sistémica,
que envolve os fatores hemodinamicos (GIUNTI et al., 2006; RENNO et al.,
2008; ZINTZARAS; PAPATHANASIOU; STEFANIDIS, 2009). Os efeitos nos
rins ocorrem especificamente nos glomérulos, foco principal de lesdo na ND
(LAGRANHA, 2007) e a evolugcdo da doenca apresenta diferentes estagios.

Primeiramente, ocorre uma hiperfiltracdo glomerular, com aumento do tamanho
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do rim (nefromegalia), porém, sem a identificacdo de outros sintomas clinicos.
Em seguida, o estagio silencioso, sendo caracterizado por um aumento na
membrana basal glomerular e proliferacdo das células mesangiais. No terceiro
estagio, ocorre 0 que se chama de microalbumindria ou nefropatia incipiente,
com aumento na excrecdo urinaria de albumina (30-300mg/dL), que
geralmente aparece cerca de 5-15 anos apo6s o diagnéstico do DM (ALSAAD;
HERZENBERG, 2007; COOPER 2001; MOLITCH et al., 2003; SUSZTAK et al.,
2006) acompanhada por aumento na pressao arterial sistémica e glomerular, e
posterior reducao na filtragdo glomerular. Ocorre, ainda, mais um aumento na
excregcdo de albumina, considerado como macroalbuminuria ou nefropatia
clinica (300 mg/dL, 200 mg/min ou >200 mg/g de creatinina na urina), pode
progredir para insuficiéncia renal (taxa de filtracdo glomerular <60 mL/min,
correspondendo a creatinina sérica >1,5 mg/dL em homens e >1,3 mg/dL em
mulheres), definindo a presenca de doenga renal crbnica em pacientes
diabéticos (CHOBANIAN et al., 2003; SUSZTAK et al., 2006; WOLF; ZIYADEH,
2005). Além do que, albuminuria, em varios graus (2-20 mg/dL a 30-300
mg/dL), € um fator de risco independente para doencas cardiovasculares, em
individuos com ou sem DM (GERSTEIN et al., 2001).

Vias metabdlicas dependentes de glicose, como aumento do estresse
oxidativo, formacao de poliol e acumulo de produtos finais da glicosilacao
avancada (AGE), sdo ativadas no rim diabético. Os fatores hemodinamicos
incluem aumento na pressao sistémica e intraglomerular e ativacdo de varias
vias de horménios vasoativos como o sistema renina-angiotensina e endotelina
(COOPER, 2001). Assim como, os fatores hemodinamicos, independentemente
ou associados com vias metabdlicas, ativam mensageiros secundarios como
isoformas da proteina quinase C (PKC) e MAPK (proteina quinase ativadora da
mitogénese), fatores de transcricdo nuclear como NF-kB e os de crescimento,
como o TGF-B (fator de crescimento transformante beta 1, além do VEGF
(fator de crescimento vascular endotelial) e CTGF (fator de crescimento do
tecido conjuntivo). Em resposta a hiperglicemia, aos AGEs e PKC, as citocinas
pré-fibréticas TGF- B e CTGF, aumentam significativamente no DM exercendo
importante papel na progressdo da nefropatia diabética, uma vez que

aumentam o acumulo de matriz extracelular por meio do estimulo de producao
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de colageno IV e fibronectina, resultando em fibrose intersticial e
glomeruloesclerose (COOPER, 2001; ROCCO et al. 1992; ZHOU et al., 2004).

O diabetes seletivamente lesa células cujo transporte de glicose nao se
reduz com a hiperglicemia, como é o caso das células mesangiais, endoteliais
da retina e neurbnios de nervos periféricos, acarretando maior concentracao
intracelular de glicose (LAGRANHA, 2007). As células mesangiais glomerulares
apresentam importante papel na estrutura e manutencéo da funcéo fisioldgica
dos glomérulos. Nessas células, assim como na maioria das células, a glicose
entra pelo mecanismo de difusdo facilitada, através de proteinas integrais de
membrana especificas, os transportadores de glicose (GLUTs) (GOULD;
HOLMAN, 1993). Estudos com células mesangiais in vitro demonstraram maior
expressdao de GLUT1 em meios com alta concentracdo de glicose, maior
atividade da PKC e consequente estimulo a sintese de proteinas da matriz
extracelular (HENRY et al., 1999). Dessa forma, diferentes estudos associam
que quanto maior a concentragcdo de glicose, maior a expressao dos
transportadores GLUT1 e GLUT2 e consequentemente maior a glicose
intracelular.

Os danos renais também ocorrem na barreira de filtracdo glomerular,
que é um complexo biolégico de estruturas com propriedades que permitem a
alta taxa de filtracao de agua, a passagem irrestrita de moléculas de tamanhos
pequeno e médio, e restricdo a passagem de albumina e proteinas maiores
(HARALDSSON et al., 2008). A barreira de filtragdo glomerular é composta
pelo endotélio fenestrado glomerular, a membrana basal glomerular (MBG) e
os podécitos. Estudos recentes indicam que agressdes aos poddécitos
representam um importante fator no desencadeamento de todas as formas de
glomerulopatia (BARISONI et al., 2009; KRIZ; LEHIR, 2007; WIGGINS et al.,
2005) e apresentam papel essencial no desenvolvimento da ND (LI et al., 2007;
MARSHALL, 2007; REDDY et al., 2008; ZIYADEH; WOLF, 2008).

A causa exata da perda de poddcitos no DM permanece especulativa.
Porém, estudos recentes com cultura de poddcitos exposta a alta glicose e com
modelos experimentais de diabetes indicam a apoptose como o principal
mecanismo celular da deplecdo de podécitos na progressdo da nefropatia
diabética (EID et al., 2009; SUSZTAK et al., 2006; SZABO et al., 2006), embora
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exista controvérsia se a apoptose ocorre precocemente (SUSZTAK et al., 2006)
ou tardiamente (MENINI et al., 2007) no curso da glomerulopatia diabética. A
cascata apoptética no DM parece ser especificamente induzida pela
hiperglicemia. Alta glicose e angiotensina Il (ANG 1l) induzem apoptose em
cultura de podécitos, mediada pela acdo de TGF-B (DING et al., 2002;
SCHIFFER et al., 2001). H& evidéncias que a formacao de AGEs, de espécies
reativas de oxigénio e ativacdo de NF-kB contribuem para apoptose de
podécitos in vitro e in vivo (MENINI et al., 2007; PESCE et al., 2002; STEFFES
et al., 1989; SUSTAK et al., 2006; SZABO et al., 2006). Além disso, outro
mecanismo pode ser responsavel pela perda poddcitos no DM, e este refere-se
ao destacamento dos podécitos da membrana basal glomerular (PETERMAN
et al., 2003).

Em relacdo as formas de tratamento, a literatura relata que nao existe
uma estratégia terapéutica especifica que possa ser recomendada para a
nefropatia diabética, sendo possivel apenas controlar parcialmente os fatores
associados a génese e a progressao da glomerulopatia diabética (LAGRANHA,
2007).

2.4 Estresse oxidativo e diabetes mellitus

Embora os dois principais tipos de diabetes (DMT1 e DMT2) tenham
diferentes etiologias, ambos apresentam em comum a ocorréncia de
hiperglicemia (NDISANG; JADHAN, 2009), e diversos estudos sugerem que
esse seja o principal fator responsavel pela produ¢cdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio nas mitocondrias das células alvo do DM (COOPER, 2008;
FORBES; COUGHLAN; PATEL et al., 2013; REIS et al., 2008).

Os radicais livres sdo atomos, ions ou moléculas altamente instaveis e
reativas, que contém um numero impar de elétrons em sua Ultima camada
eletrbnica e tendem a ligar esse elétron ndo pareado com outros presentes em
estruturas proximas de sua formacao (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; REIS
et al., 2008). Como a maioria dos radicais livres é derivada do metabolismo do
oxigénio, usa-se o termo “Espécies Reativas de Oxigénio” ou do inglés,
Reactive Species Oxygens (ROS) para denomina-los (FERREIRA;
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MATSUBARA, 1997). Apesar dos radicais livres serem resultado do proprio
metabolismo celular, estes e outras espécies reativas contribuem para o
desenvolvimento de doencas crénicas como Alzheimer, cancer, aterosclerose,
doencgas neurodegenerativas e diabetes, pela ativacdo do estresse oxidativo e
danos oxidativos teciduais (BAYNES; THORPE, 1999; BUTTERFIELD, 2002;
CHOWIENCZYK, et al., 2000; HALLIWELL, 2001).

O estresse oxidativo é definido como um estado de desequilibrio entre a
producdo de ROS e a capacidade antioxidante endégena (MCCORD, 1994).
Esse desequilibrio pode causar danos em moléculas como lipideos, DNA,
proteinas, carboidratos, dentre outras (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Além
disso, pode resultar em alteragdo no ciclo celular, inativagdo de proteinas e
apoptose (EVANS et al., 2004). Dentre as ROS estdo o superéxido (0O2), a
hidroxiperoxila (HOZ2"), hidroxila (OH’) e o nao radical peréxido de hidrogénio
(H202), sendo que todos podem causar danos a lipidios e proteinas
(GIUGLIANO et al., 1996; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os sistemas biolégicos estdo normalmente aptos a se defender contra o
dano causado pelas ROS, regulando seu estado redox (reducdo/oxidacao)
através da utilizacdo de diversos sistemas antioxidantes. As células se
protegem contra o dano oxidativo por meio de processos de reparo,
compartimentalizacdo da produgdo de radicais livres e enzimas de defesa,
como a superdxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationas peroxidase
(GSH-Px) e redutase (GSH-Rd). Assim como também podem utilizar
antioxidantes exoégenos, advindos da alimentagdo, onde estdo inclusos a
vitamina E, a vitamina C e os flavanodides (SMITH; MARKS; LIEBERMAN,
2007).

Esses sistemas de defesas antioxidantes sdo responsaveis tanto por
removerem quanto por inibirem a formacado das ROS, porém ndo sdo 100%
efetivos (HALLIWELL, 1994). Pesquisas mostram que elevacdes agudas nos
niveis de glicose podem deprimir as defesas antioxidantes naturais, o que pode
levar a reducdo da protecao contra os efeitos deletérios das ROS (BAJAJ;
KHAN, 2013; GIUGLIANO et al., 1996).

Segundo Brownlee (2005), nos mecanismos fisiopatoldégicos do
diabetes, quatro principais vias sdo desencadeadas pelo aumento da glicose



32

intracelular e a partir dai sdo responsaveis pela génese das complicacoes
crbnicas da doenca: 1) aumento do fluxo pela via dos polidis, gerando estresse
oxidativo; 2) aumento dos produtos avancados da glicacdo ndo enzimatica
(AGEs), gerando aumento de glicacdo de proteinas plasmaticas e da matriz
extracelular; 3) ativacdo da via da PKC, gerando aumento de citocinas,
estresse oxidativo e fatores proliferativos, e 4) aumento do fluxo pela via das
hexosaminas, gerando aumento de citocinas. Baseando-se no fato de que
pacientes tratados com drogas que bloqueiam um desses mecanismos nao
terem como resultado a prevencao completa das complicacdes crdnicas, assim
como parece nao haver relacdo aparente entre os 4 mecanismos citados, o
autor propds entdo, um mecanismo unificador. Sendo assim, este esta
representado pelo aumento de estresse oxidativo na mitocondria induzido pelo
aumento da glicose intracelular, o qual leva a quebra das fitas do DNA nuclear,
que ativa a poli (ADP-ribose) polimerase (PARP). Esta modifica a atividade de
uma enzima chave da via glicolitica, a gliceraldeido-3-fosfato (GADPH),
reduzindo sua atividade, o que ativa a via dos polidis, aumenta a formacgéao de
AGEs, ativa a PKC e aumenta o fluxo pela via das hexosaminas (Figura 1).

Figura 1. Mecanismo unificado de dano celular induzido pela hiperglicemia

t PARP

| GAPDH
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Fonte: Reis, J. S. et al. (2008).
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Varios sdo os estudos relacionando o estado diabetogénico e os
marcadores de estresse oxidativo. Porém, no que diz respeito a como atuam os
principais sistemas antioxidantes nessas condicées, como a SOD, CAT e as

glutationas os dados sao controversos.

2.5 Hipertensao arterial e diabetes mellitus

A alta morbidade e mortalidade dos pacientes diabéticos sao
predominantemente  determinadas pelas disfungbes vasculares. A
microangiopatia diabética ndo se manifesta apenas como nefropatia,
retinopatia e diminuicdo na cicatrizacao de feridas, mas também predispde o
paciente a desenvolver doencas coronarianas e cerebrovascular (CALLES-
ESCADON; CIPOLLA; 2001; CREAGER et al., 2003). A fisiopatologia da
vasculopatia diabética envolve a disfungdo do endotélio, que é causado pelo
aumento da producdo de ROS, como uma consequéncia da hiperglicemia
(CINAR et al., 2001; PASKALOGLU et al., 2004; TESFARAMIAM; COHEN,
1992).

A hipertensao arterial sistémica (HAS) acelera a lesédo renal associada
ao DM. Hipertensao arterial e DM sao os dois maiores fatores de risco
independentes para a doenca renal crénica (DRC) (USRDS, 2007), sendo que
esses dois fatores frequentemente coexistem e sua combinacdo acarreta um
aumento na incidéncia e severidade das complica¢des renais (COOPER et al.,
1988). A presenga da HAS associada ao DM determina aumento da
albuminuria e na espessura da membrana basal glomerular (COOPER et al.,
2001). Clinicamente, a redugdo significativa na pressao arterial parece ser a
mais importante e simples intervencao para retardar a progressao da nefropatia
diabética tanto no DM tipo 1 quanto no tipo 2 (GIUNTI et al., 2006). Pacientes
diabéticos com pressdo correspondente a 130/80 mmHg raramente
desenvolvem microalbumindria e demonstram um declinio anual na taxa de
filtracdo glomerular (TFG), semelhante ao observado na populagdo normal.
Porém, pacientes diabéticos com pressdo entre 130/80 e 140/90 mmHg
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apresentam declinio mais acentuado no TFG, sendo que 30% dos pacientes
desenvolvem microalbuminuria e proteinuria (GIUNTI et al., 2006).

Varios estudos demonstram alteracdo na vasodilatacdo endotélio-
dependente nos animais diabéticos e muitos autores relatam o envolvimento do
oxido nitrico (FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). O éxido nitrico (NO) é
constitutivamente gerado a partir das células endoteliais e contribui para a
regulacao das funcdes cardiovasculares. O NO formado através de NO-sintase
endotelial (eNOS) induz a vasodilatacédo, baixo aumento na pressao sanguinea,
inibicdo da agregacao e adesao de plaquetas, diminuicdo da proliferagdo do
musculo liso, e ainda apresenta efeitos benéficos como agente
antiaterosclerotico. (TODA; IMAMURA; OKAMURA, 2010).

A disfuncdo endotelial observada em animais diabéticos pode ser
decorrente de menor sintese e liberacao de éxido nitrico, menor resposta da
musculatura lisa aos fatores de relaxamento ou maior produgcéo de fatores
vasoconstritores, ou inativagdo do Oxido nitrico por radicais livres. A
participacdo de ROS na disfuncao endotelial induzida pela hiperglicemia tem
sua base teérica na demonstracao de que sistemas antioxidantes estdo menos
ativos no diabetes. Assim, a vasculatura dos pacientes com diabetes seria alvo
para o ataque dos radicais livres, seja por meio de reducdo do estado
antioxidante celular ou de maior suscetibilidade a auto-oxidacdo da glicose e
oxidacdo do LDL - colesterol (SELIGMAN; CLAUSELL, 1999; TODA;
IMAMIRA; OKAMURA, 2010).

A melhora da vasodilatacdo endotélio-dependente tem sido relacionada,
por muitos autores, a agao de antioxidantes endégenos ou exégenos. Com o
uso de antioxidante exdgeno, tem sido relatado que o uso de vitamina C, em
individuos com diabetes tipo 1 e 2, foi associado a melhoria na vasodilatagao
endotélio-dependente (SELIGMAN; CLAUSELL, 1999). Quanto a protecdo
enddégena, temos a melatonina, também amplamente utilizada de maneira
exogena, é responsavel por apresentar efeitos benéficos nas complicacoes
vasculares do diabetes (REYES-TOSO et al., 2002; SUDNIKOVICH et al.,
2007).
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2.6 Melatonina e diabetes mellitus

E bem postulado que o estresse oxidativo implica na patogénese e
progressdao de muitas desordens degenerativas, incluindo a diabetes que
ocorre naturalmente e quimicamente induzida (KAKKAR et al., 1995; WOLF et
al., 1999; YAVUZ et al., 2003). Além do aumento na produgdo de radicais
livres, os sistemas de defesa antioxidantes s&o afetados no DM
(CUNNINGHAM et al., 1991; KURCER et al.,, 2007). Como resultado, o
estresse oxidativo pode causar danos nas membranas celulares e dano na
estrutura e integridade funcional de organelas, assim como pode ser um
mecanismo potencial de varias complica¢des diabéticas (WEST, 2000; YAVUZ
et al., 2003).

Varios antioxidantes sao descritos por apresentarem efeitos benéficos
no estresse oxidativo associado a doengas (JANG et al., 2000). Nos ultimos
anos, tem sido mostrado que a melatonina € um potente neutralizador de
radicais hidroxilas e peroxilas, assim como regula a atividade de sistemas
antioxidantes (REITER, 2000; TAN et al., 1993). A melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina) € um hormoénio sintetizado, principalmente, pela glandula
pineal. Nesta glandula, existem células especializadas, os pinealdcitos, que sao
responsaveis pela sintese da melatonina, a partir do aminoacido triptofano
(MAGAHIN et al. 2008; TAMURA, 2008). A via biossintética ocorre a partir da
hidroxilagcao do triptofano pela enzima triptofano hidroxilase (TPH), formando 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) (PEKELMAN et al., 2003). Em seguida, a enzima 5-
hidroxitriptofano descarboxilase (5-HTPD) retira o grupo alfa-carboxil terminal
do 5-HTP transformando-o em serotonina. Ocorre, entdo, uma reacao
catalisadora pela enzima N-acetiltransferase (NAT) que faz a transferéncia do
grupo acetil para a serotonina a partir do acetil-CoA, resultando na formagéo da
N-acetilserotonina (NAS). A partir dai, a enzima hidroxindol-O-metiltransferase
(HIOMT) catalisa a reagao de conversdao do NAS em melatonina (CLAUSTRAT,
2005; DUBOCOVICH, 2003; MACCHI, 2004; REITER et al., 2009). Assim,
como a producao de HIOMT, ocorre no periodo de auséncia de luz, o mesmo é
valido para a melatonina (PEKELMAN et al., 2003). Uma vez sintetizada na
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glandula pineal, a melatonina é rapidamente liberada na corrente sanguinea
(TAKE, 2009; VIJAYALAXMI, 2004) (Figura 2).

Figura 2. Via metabdlica da sintese de melatonina
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Fonte: Cipolla-Neto; Afache, (2008).

Existem trés principais vias de degradacao deste horménio (rins, figado
e cérebro), sendo a hepéatica considerada a via classica, onde a enzima CIP
P450 do figado metaboliza a melatonina em 6- hidroximelatonina, que em
seguida é conjugada com um sulfato ou glucoronida, sendo entao secretada na
urina (MACCHlI et al., 2005; SLOMINSKI et al., 2012).

Estudos demonstraram que a principal fonte de producado da melatonina
€ a glandula pineal (REITER, 1991). Porém, foi observado em mamiferos, que
também ocorre sintese desse neurohorménio em outras partes do corpo € em
menores concentragdes, como: retina (MARKUS et al., 2003), péancreas
(BUBENIK, 2002; 2008), testiculos (TIJMES; PEDRAZA; VALLADARES,1996),
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ovarios (ITOH et al.,1999), trato gastrointestinal (HUETHER et al.,1992), pele
(SLOMINSKI et al., 2005) , células do sistema imune (CARRILO-VICO et al.,
2004) e outros locais com menor sintese. Essas outras fontes tém contribuigcao
minima para a concentragdo plasmatica da melatonina, porém, sdo importantes
para agao local na qual foram produzidas (MAGANHIN et al., 2008).

A melatonina apresenta diferentes funcgdes fisioldégicas, atuando em
respostas imunomoduladoras, oncostaticas, anti-envelhecimento  anti-
apopitoética, anti-inflamatéria e sobre o controle enddécrino/reprodutivo, atuando
nas gbnadas, tiredide e adrenais (DEVOTO et al., 2002; FUJIMOTO et al.,
2002; GRAHAM et al., 2004; HISSA et al., 2008). Além disso, é bastante
ressaltada a sua capacidade antioxidante, o que a faz ser considerada um dos
maiores antioxidantes naturais, evitando dano oxidativo em macromoléculas
como lipidios, proteinas e acidos nucléicos (BAYDAS et al., 2004; LI et al.,
2013; REITER et al., 1999; REITER et al., 2001).

A melatonina exerce seus efeitos bioldgicos por interagdo com
receptores de membrana e intracelulares. Sdo conhecidos trés subtipos de
receptores de membrana para melatonina, MT1, MT2 e MT3 (DUBOCOVICH,
1999). A interacdo da melatonina com esses receptores de membrana
desencadeia vias de sinalizacbes diferentes dependendo do tecido alvo. Por
exemplo, em células B pancreaticas, a ligagcdo com receptores MT1 leva a
ativacao da proteina G inibitéria (Gi), resultando na reducédo da atividade da
adenil-cicalse e queda da geracao de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e
diminui a secrecéo de insulina (PESCHKE et al., 2000). No entanto, a ligagao
com receptores MT2 inibe a via da guanosina monofosfato ciclico (GMPc), que
também inibe a secrecao de insulina (PESCHKE, 2008; STUMPF et al., 2008).
Em contrapartida, através de uma terceira via de sinalizagdo, que envolve
proteina Gq, fosfolipase C e inositol trifosfato (IP3) e consequente mobilizacdo
dos estoques intracelulares de calcio, leva a um aumento da liberagao de
insulina (BACH et al., 2005; PESCHKE; BACH; MUHLBAUER, 2006).

A avaliacao das relacdes entre diabetes, metabolismo da glicose, e os
efeitos da melatonina é um tema de grande interesse (DERLACZ et al., 2005).
Foi sugerido que tratamentos com antioxidantes podem ser uma importante

opcao terapéutica na prevencdo das complicacbes vasculares causadas pelo
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diabetes (BONJUGA et al., 2004). A protecao antioxidante da melatonina ja foi
demonstrada tanto in vivo como in vitro ao nivel de membrana celular,
mitocondrias e nucleo (REITER, 2000). Além de suas acbées como um
eliminador de radicais livres, ela também estimula enzimas antioxidantes, como
a superoéxido dismutase a glutationa peroxidase e a glutationa redutase, o que
promove ainda mais a sua capacidade de reduzir a toxicidade dos radicais
livres e dos seus reagentes associados (REITER et al., 2000; RODRIGUEZ et
al., 2004).

No campo da acédo da melatonina no diabetes, dados variados séo
encontrados na literatura, onde relata-se que a melatonina reduziu a
hiperglicemia e a hiperlipidemia em ratas diabéticas por STZ (MONTILLA et al.,
1998; NISHIDA et al., 2002). Por outro lado, outros registros mostram que nao
houve diminuicdo da hiperglicemia em ratos induzidos por STZ e
posteriormente tratados intraperitonealmente com melatonina (VURAL et al.,
2001). Entretanto, animais diabéticos por STZ pré-tratados com melatonina
demonstraram niveis hiperglicémicos mais baixos do que os mesmos animais
nao tratados (ABDEL-WAHAB; ADB-ALLAH, 2000), e que o tratameto com a
mesma indolamina poderia restaurar o status antioxidante prejudicado em ratos
diabéticos induzidos por STZ (ANWAR; MEKI, 2003).

Com base no exposto, a condicao de hiperglicemia pode ativar diversas
vias, que resultam em estresse oxidativo e levam lesGes diretas nos rins.
Diante da problemética e controvérsia acerca dos possiveis efeitos da
administragdo da melatonina em animais induzidos ao diabetes faz-se
necessario maiores investigacoes para elucidar os possiveis mecanismos e
relagcdes existentes entre a melatonina e o diabetes, em especial os efeitos

dessa interacdo sobre os rins.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar se a administracdo da melatonina pode
amenizar os efeitos adversos da nefropatia diabética, melhorando diretamente
caracteristicas como funcdo renal, pressdo arterial e o estresse oxidativo. Foram
utilizados 50 ratos albinos (Rattus norveguicus albinus), divididos em 5 grupos: GC:
ratos sem indugdo ao diabetes; GD: ratos induzidos ao diabetes e administrados com

placebo; GDM: ratos induzidos ao diabetes e administrados com melatonina; GDMS:
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ratos induzidos ao diabetes e administrados simultidneamente com melatonina; GDI:
ratos induzidos ao diabetes e administrados com insulina. O diabetes experimental foi
induzido por estreptozotocina. Os resultados mostraram que a administracdo da
melatonina no grupo GDMS foi capaz de produzir efeitos benéficos nas alteracdes
encontradas nos animais do GD, atuando de maneira positiva ao reduzir o peso dos rins
e o indice organossomatico, tendéncia a redug@o dos valores hiperglicémicos, protecao
das células beta pancredticas refletidos nos valores de insulina, recuperacdo dos niveis
plasméticos do Oxido nitrico, bem como minimizou as alteragdes histologicas,
reduzindo também o acumulo de glicogénio e coldgeno nos rins desses animais. Além
disso, os valores de creatinina e uréia apresentaram-se equivalentes ao do GC.
Melatonina também reduziu as niveis de TBARS e a taxa de células apoptéticas. No
entanto, nao interferiu significativamente sobre a atividade da GSH, ganho de peso
corporal e pressdo arterial nos grupos estudados. Assim, concluimos que a
administracdo da melatonina atuou de maneira benéfica sobre a histofisiologia renal de
animais com o quadro de nefropatia diabética, comprovando sua capacidade

antioxidante e protetora sobre os rins.

Palavras-chave: diabetes, estresse oxidativo, apoptose, melatonina, rins, ratos

1. INTRODUCAO

A nefropatia diabética (ND) constitui uma das complicagdes microvasculares mais
graves do diabetes mellitus (DM)'. Sendo considerada a principal causa de indicacdo
para didlise e transplante (estdgio terminal da doenca) e da insuficiéncia renal cronica

(IRC), afeta cerca de 30% dos portadores de diabetes >3, Histologicamente, os efeitos do
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DM nos rins incluem a esclerose do glomérulo, aumento de matriz extracelular e
membrama basal, além de proliferacio mesangial 4

Uma das principais causas das complicagdes diabéticas € o estresse oxidativo,
que tem sido apontado como um estado de desequilibrio entre a producdo de radicais
livites e a capacidade antioxidante endégena6. Muitas das alteragdes metabdlicas
causadas pela hiperglicemia produzem estresse oxidativo devido ao aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS), gerados principalmente durante a auto-oxidacao da
glicose e em diferentes reacOes oxidativas que acompanham a glicacdo de proteinas,
lipidios e &cidos nucléicos, levando a danos diretos no DNA, membrana e a morte
celular "%, Além disso, no diabetes, ocorre também reducdo da acdo dos sistemas de
defesa antioxidante pelo dano oxidativo das enzimas envolvidas’.

Visando minimizar tais injurias teciduais causados pelas espécies reativas de
oxigénio, diversos estudos tém utilizado a administracio exdgena de substancias
antioxidantes.”'® A melatonina é uma indolamina produzida e secretada principalmente

11, 12

pela glandula pineal dos vertebrados no periodo noturno . Esse hormonio apresenta

. ~ . . . L, . 13 ~
diversas fung¢des, estando envolvido no controle dos ritmos biolégicos *~ e na regulacdo
~ 14 . . . . .. .
da reproducgdo. ~ Além disso, € amplamente aceito como um potente antioxidante, pois,
estudos prévios demonstraram sua capacidade de neutralizar radicais livres, como,

hidroxilas e peroxilas, além de regular a atividade de enzimas antioxidantes como a

15, 16, 17

superdxido dismutase, a glutationa peroxidase e a glutationa redutase . Estas

acoes combinadas da melatonina, assim como a baixa toxicidade e sua habilidade de

atravessar todas as membranas morfofisiolégicas permite que promova sua agdo

. [ . 18
antioxidante através de todo o organismo.

19, 20

Pesquisas tém demonstrado o efeito da melatonina frente ao diabetes e esta

. e 21 .
parece ser capaz de reduzir a peroxidacdo lipidica no plasma ~° e prevenir danos
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. . A 2 ~ 23
causados pela diabetes experimental no pancreas™, coragdo € cOrpo cavernoso .

Contudo, seus efeitos a nivel renal sdo pouco esclarecidos. Apesar de tantas evidéncias
positivas no uso da melatonina diante as diversas altera¢des diabéticas, controvérsias
ainda podem ser observadas sobre os seus efeitos na apoptose, controle glicEémico e
pressdo arterial, que estdo intimamente associados com a progressio da doenca

renal’**?°.

Diante disso, o objetivo da pesquisa foi avaliar se a administracdo da melatonina
exogena apds ou simultineamente a inducdo do diabetes em ratos pode neutralizar os

efeitos da nefropatia diabética em ratos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 50 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar,
com 90 dias de idade, pesando em torno de 300 + 30g, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Esses animais foram mantidos em gaiolas, com alimentacdo e 4gua ad
libitum, na temperatura de 22 + 1°C e iluminacdo artificial que estabeleceram um
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das
06:00 as 18:00h. Os animais foram divididos ao acaso em 5 grupos, cada um com 10
animais:

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em cinco grupos com 10 animais. GC
-Ratos sem indugdo ao diabetes (Controle); GD - Ratos induzidos ao diabetes e
administrados com placebo; GDM - Ratos induzidos ao diabetes e administrados com
melatonina apds confirmagdo da hiperglicemia; GDMS - Ratos induzidos ao diabetes e

administrados com melatonina a partir do dia de indu¢do ao diabetes (simultaneo); GDI
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- Ratos induzidos ao diabetes e administrados com insulina. O protocolo experimental
foi aprovado pela Comissio de Etica institucional da Universidade Federal Rural de

Pernambuco, de n°. 23082.024895/2013-33.

Inducio do diabetes

O diabetes foi induzido pela administracdo intraperitoneal de solucdo de
estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) apds jejum alimentar de 14 horas, em
dosagem unica. A estreptozotocina foi diluida em tampao citrato de sdédio a 10 mM e
pH 4,5, na dosagem unica de 60 mg/kg de peso do animal. Os animais nio diabéticos
(grupo controle) receberam da mesma forma, doses equivalentes de solugdo salina e
decorridos 30 minutos da administracdo todos os animais foram alimentados

25
normalmente”.

Foram incluidos no estudo, para os grupos diabéticos, apenas os
. . . L, . 26 . , .
animais que apresentaram glicose sanguinea acima de 200 mg/dL = (Glicosimetro Kit

Accu-Chek Activ), para inicio da administracdo da melatonina ou insulina.

Administracdo da melatonina
A administracdo da melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizada por
meio de injecOes intraperitoneais no inicio da noite (18:00) durante 20 dias *® na

dosagem de 10mg/kg 2% A melatonina foi dissolvida em etanol e diluida em salina na

proporc¢ao de 1:9 7

Administracdo da insulina
A insulina foi administrada por via subcutanea durante 20 dias, na dose de 5

U/dia, sendo duas unidades de insulina as 10h e 3 unidades restantes as 19h 2
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Peso corporal e Indice Organossomatico (10)

Para o ganho de peso corporal os animais foram pesadas diariamente durante os
periodo experimental utilizando balanga analitica de precisao.

O indice organossomadtico foi utilizado como um indicativo da a¢@o da diabetes
nos rins desses animais, uma vez que os efeitos da enfermidade nesse 6rgdo sdo
previamente reportados. Apds o experimento foi calculado a razdo entre o peso dos rins
pelo peso corpéreo de cada animal, para a obten¢do de seus respectivos indices

organossomaticos, como na figura abaixo:

2. Onde:

3. 10: Indice organossomatico; 10 = PO X 100
PC

4. PO: Peso do 6rgao;

5. PC: peso corporal.

Histopatologia e histoquimica dos rins

Ap6s 20 dias de tratamento os animais foram anestesiados com hidrocloridrato
de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular, para remog¢do do
rins. Os animais foram submetidos aos procedimentos de eutandsia por meio do
aprofundamento anestésico. Os rins coletados foram fixados em formaldeido a 10%
tamponado, permanecendo no mesmo por 24 horas. Posteriormente foram processados
para inclusdo em parafina e os cortes submetidos a técnica de coloragdo pela
Hematoxilina - Eosina (H. E.), para andlise histopatologica. A avaliacdo histoquimica
foi realizada através do PAS (Acido Periédico de Schiff), para deteccio de
glicopolissacarideos, bem como através do tricromico de Gomori, para visualizacdo das

fibras coldgenas no tecido renal.
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Indice apoptético (IA)

Foi utilizado o método TUNEL como indicador de apoptose. Os cortes foram
inicialmente desparafinados e hidratados e, logo em seguida, incubados em PBS por 5
minutos a temperatura ambiente. Apds, a Proteinase K foi aplicada sobre as laminas por
15 minutos. As laminas foram lavadas em dgua destilada e incubadas em peréxido de
hidrogénio por 5 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e
incubados em tampao de equilibrio por 60 minutos a 4°C. Depois, os cortes foram
incubados em TdT (desoxinucleotideo terminal transferase) a 37° por 1 hora em
camara umida. Foi aplicada a solugdo stop por 10 minutos em temperatura ambiente, em
seguida, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As
laminas foram enxaguadas em PBS e os cortes revelados com substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) (£20 minutos), sendo contracorados com
hematoxilina por 20 a 30 segundos. Apds as laminas foram lavadas em dgua corrente,
desidratadas em concentracOes crescentes de dlcool e colocadas em xilol para serem
montadas e observadas em microscépio de luz.

O indice apoptético foi determinado pelo cdlculo da percentagem de células
positivas a partir de, pelo menos, 500 nicleos subdivididos em 10 campos escolhidos

aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40x > ™.

Glicose sanguinea

A glicemia de jejum dos animais foi monitorada durante o periodo experimental,
sendo medida com o auxilio de um Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ, nos momentos
antes da indugdo, confirmacdo do diabetes, 10 e 20 dias apds administragdes de

melatonina ou insulina.
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Dosagens de insulina e 6xido nitrico

As amostras sanguineas foram coletadas nos periodos antes da induc¢do, 10 e 20
dias apds os tratamentos. Para isso, os ratos foram imobilizados em contensor mecanico
e o sangue coletado por puncdo da veia caudal lateral com uso de cateter (24G)*. Apos
centrifugacdo refrigerada, o plasma foi acondicionado em microtubo eppendorf, em
duplicata, e congelado a -20°C até o momento das dosagens > ** **. A insulina
plasmaética foi determinada pelo método de ELISA utilizando "kit" comercial especifico
para rato (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA - EUA).

A dosagem de 6xido nitrico (ON) no plasma foi determinada pela concentracao
de ions nitrito (NO'Z), utilizando o reagente de Griess 3 Para isto, S0uL de plasma por
animal foi adicionado a 100uL de sulfanilamida (1%) em acido fosférico (5%), sendo
utilizadas cinco repeticdes por tratamento. As concentracOes de NO™ foram obtidas
apds cinco minutos de incubagdo a temperatura ambiente da mistura de 50 pL de cada
amostra (plasma/sulfanilamida) e 5S0uL de NEED (dicloridrato de naftiletilenodiamina)
a 0,1% *°. Absorbancia foi lida usando uma leitora de microplacas ELx800TM (Biotek
Instruments Inc.) em 562nm utilizando o programa Gen5 ELISA (Biotek®). A curva
padrao foi realizada com concentra¢Oes crescentes de nitrito de sodio 0.8-200mm. A
quantidade de nitrito nas amostras foi entdo correlacionada com valores de absorbancia

obtidos a partir da curva padrao.

Marcadores de estresse oxidativo tecidual

A mensuragdo dos niveis de substdncias reativas ao dcido tiobarbitdrico
(TBARS) foi realizada pelo método de Ohkawa et al. (1979). Fragmentos dos rins
foram macerados em banho de gelo com 5ml de KCI 1, 15% + EDTA 3mM por grama

de tecido. Em seguida, 10 mg de tecido foram adicionados a um meio de reacdo
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contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,4%, acido tricloroacético (TCA) 7,5% e
dcido tiobarbitdrico 0,3%. Os tubos de reagcdo foram selados e incubados a 95°C por 60
minutos. Apds resfriamento em 4gua corrente, foi adicionado um volume de n-butanol
para cada volume de reacdo e os tubos foram centrifugados a 1000 x g por 10 minutos.
A absorbancia da fase organica foi mensurada em 535nm. O resultado foi corrigido pela
concentracdo de proteina do homogentato. A dosagem de proteina foi realizada pelo
método de Folin38, utilizando BSA como padrao.

Os niveis da glutationa reduzida (GSH) foram determinados através da
mensuragdo de grupamentos sulfridilas ndo protéicos A partir do homogenato obtido
para avaliacdo da peroxidacdo lipidica, 80 a 160 mg do tecido foram precipitados em
solucdo de TCA 5%. Em seguida, um volume do sobrenadante foi adicionado a um
volume de meio de reacdo contendo TRIS 4mM, EDTA 4mM e DTNB 4mM a um pH
8,9. A reacdo foi incubada em temperatura ambiente por 5 minutos e a absorbancia foi
mensurada em 412 nm. O resultado foi corrigido pela concentracdo de proteina do

homogenato.

Analise da funcao renal
A funcdo renal foi avaliada por meio das determinagdes dos niveis plasmaéticos
de creatinina e uréia, utilizando para isso, kits reagentes da Labtest Diagndstica S.A.®,

conforme especificagdes do fabricante.

Avaliacao da pressao arterial média
Para avaliacdo da pressdo arterial média (PAM) através de método direto, no dia
seguinte ao término das administragdes, os animais foram anestesiados com

pentobarbital sédico (60 mg/kg, 1.p.) e alocados em mesa cirdrgica. A artéria femural foi
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submetida a canulagdo e o cateter foi acoplado a um transdutor de pressao
(ADInstruments, Colorado Springs, USA). As medidas de PAM foram obtidas apés um

periodo de estabilizacdo de 10 minutos.

Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e as

médias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

RESULTADOS
Ganho de peso dos animais

Em relacdao ao ganho de peso dos animais dos diferentes grupos experimentais,
houve uma reducio no ganho de massa corporal dos ratos induzidos ao diabetes (GD),
independente da administracdo da melatonina (GDM e GDMS) quando comparados ao
grupo controle (GC) e diabético insulina (GDI), onde evidenciou-se aumento

significativo no ganho de peso corporal dos animais (Fig. 1).

Niveis de glicose sanguinea

Antes da inducdo do diabetes os animais de todos os grupos experimentais nao
apresentaram diferencas significativas nos niveis de glicose sanguinea, mostrando
valores abaixo de 120 mg/dL. Apds a indugdo, todos os animais, com exce¢do os do
grupo controle (GC), apresentaram niveis sanguineos de glicose acima de 300 mg/dL,
diferindo significativamente deste grupo, confirmando assim o quadro de diabetes.
Ap6s 10 e 20 dias de administracio com melatonina ou insulina evidenciou-se que o

unico grupo que apresentou niveis semelhantes ao grupo controle foi o administrado
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com insulina (GDI). No entanto, no decorrer do periodo experimental, aos 10 e 20 dias
de administra¢des, os animais do grupo GDMS apresentaram valores hiperglicémicos
menores, indicando diferenca estatistica em relacdo a glicemia dos animais diabéticos

placebo e diabético melatonina (Tabela. 1).

Niveis plasmaticos de insulina

A dosagem dos niveis plasmdticos do horménio insulina revelou que antes da
inducdo ao diabetes pela estreptozotocina, todos os ratos apresentaram valores sem
diferenca estatistica em relacio ao grupo controle (Fig 2A). Entretanto, ao serem
analisados apds 10 e 20 dias das respectivas administra¢cdes de melatonina ou insulina,
observou-se que apesar de um aumento significativo nos valores da insulina plasmatica
do grupo administrado com melatonina a partir do dia de inducao ao diabetes (GDMS),
apenas o grupo diabético tratado com insulina apresentou valores similares aos dos

animais do grupo controle, restaurando assim, seus niveis hormonais. (Fig. 2B e 2C).

Niveis plasmaticos de 6xido nitrico

As andlises plasmaticas das concentragdes de oxido nitrico (ON) revelaram que
os animais dos grupos experimentais, antes do tratamento, ndo apresentaram diferenca
significativa em relacdo a este radical. Por outro lado, apés a indugdo ao diabetes,
decorridos 10 dias da administragdo com melatonina ou insulina, os valores
apresentavam-se baixos, demonstrando apenas diferencas significativas em relagdo ao
GDMS. Apo6s o periodo experimental e respectivos tratamentos, os niveis de 6xido
nitrico continuaram reduzidos no grupo diabético, no entanto a administracdo de
melatonina ou insulina restabeleceu estes valores para os niveis dos animais controle

(Tabela. 2).
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Indice organossomatico (10)

De acordo com a andlise estatistica, constatou-se que houve variacdo significativa
no indice organossomadtico dos rins dos animais diabéticos em relacdo aos demais
grupos, evidenciando dessa maneira, um aumento na propor¢do entre o peso dos rins e o
peso corporal desses animais. No entanto, os respectivos tratamentos resultaram na
reducdo do indice organossomadtico, nao apresentando diferencas significativas entre os
valores dos grupos administrados com a melatonina ou insulina e os animais do grupo

controle (Fig. 3).

Funcao renal

A andlise da funcdo renal mostrou que, coincidentemente, as concentragdes
plasmdticas de creatinina e uréia apresentaram o mesmo comportamento ao longo do
periodo experimental sem apresentar variacdes dos seus valores antes da inducdo entre
os grupos experimentais (Figs. 4A e 5A). Porém, na metade do tratamento, aos 10 dias,
observou-se aumento significativo das suas concentracdes no grupo diabético (GD) e
diabético tratado com melatonina apds a confirmacao da hiperglicemia (GDM) (Figs 4B
e 5B). Por outro lado, quando analisados ao término das respectivas administragoes,
verificou-se que apenas o grupo diabético (GD) continuou com niveis aumentados de
ambos marcadores (Figs. 4C e 5C), demonstrando assim, que tanto a melatonina como a
insulina foram capazes de reduzir a creatinina e uréia plasmdtica a niveis semelhantes

ao grupo controle.
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Pressao arterial
A andlise dos niveis presséricos dos animais, realizada apds os respectivos
tratamentos, ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos experimentais,

apesar de um aparente aumento nos valores do grupo diabético (GD) (Fig. 6).

Analise histopatoldgica e histoquimica do tecido renal

A andlise histopatolégica dos rins do grupo controle mostrou que estes
apresentam-se bem preservados, com glomérulos e os tibulos contorcidos proximais e
distais com caracteristicas normais (Fig. 7A). Entretanto, ao analisar os rins do GD e
GDM, foram evidenciadas caracteristicas patolégicas semelhantes, com intensa atrofia
no tubulo distal e alteracdes nas células epiteliais do tubulo contorcido proximal, onde
observamos uma intensa presenca de vacuolos irregulares, caracterizando a degeneragao
hidrépica das mesmas, bem como a presenca de nefrose multifocal. O limen dos
tabulos apresentou-se parcial a completamente obliterado, pela presenca de albumindria
e debris celulares. Nos glomérulos destes animais foram evidenciados danos distintos,
como atrofia e degeneracdo, caracterizadas pelo espacamento da cdpsula de Bownan e
reduc¢do do tufo glomerular. Adicionalmente ocorreu um aumento do tamanho de alguns
glomérulos com reducao do espago subcapsular e aparente aumento da membrana basal
e dos componentes celulares, caracteriticas que evidenciam um quadro de glomerulite
membranoproliferativa (Fig 7B-C). A regido medular doa animais do grupo diabético
apresentou-se com intensa congestdo dos vasos sanguineos (Fig.7D), enquanto no grupo
GDM observa-se uma aparente reducao da congestdo vascular medular (Fig. 7 F).

Os rins dos animais administrados com melatonina a partir do dia de indug@o
(GDMS) e dos animais administrados com insulina (GDI), apresentaram aparente

redugcdo nos danos observados nos demais grupos, 0 que sugere uma certa recuperagio
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desses animais, principalmente no dltimo grupo, que demonstra alguns glomérulos com
caracteristicas normais (Figs. 8A e C). Da mesma forma, a congestdo medular
observada nos animais diabéticos foi evidentemente menor nos animais administrados
com melatonina simultanea e insulina (Fig. 8B e D).

A andlise histoquimica, em relacdo a presenca de fibras coldgenas, mostrou que o
grupo controle apresentou forte marcacio, entretanto, o grupo induzido ao diabetes e
tratado apenas com placebo teve um aparente aumento na intensidade pelo corante
tricromico de Gomori nos tubulos e glomérulos, em relacdo aos demais grupos (Fig.
9B). Os grupos que receberam administracdo da melatonina antes ou apds a
confirmacdo do diabetes (GDMS e GDM, respectivamente), asssim como O
administrado com insulina, apresentaram aparente redu¢do na marcagdo para coldgeno

quando comparado ao grupo diabético (Fig. 9C-E).

A histoquimica pelo PAS evidenciou a marcacdo da membrana basal dos
glomérulos e tibulos contorcidos proximais e distais, assim como delimita a borda em
escova do epitélio tubular. (Fig 10 A). Aparentemente, o grupo diabético mostrou uma
marcacio mais intensa na membrana basal e espessamento da mesma, nos glomérulo e
tibulos. Além disso, foi observada a presenca de albumintria no limen tubular desses
animais (Fig. 10B e C). A presenca de glicopolissacarideos nos animais administrados
com melatonina (GDM e GDMS) e insulina (GDI) apresentou marcagdo semelhante ao
controle, onde observamos reducdo na presenca de albumintria intratubular e na

intensidade de reacdo ao PAS (Fig. 10D -F).
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Apoptose e indice apoptético (IA)

O ensaio pelo teste de TUNEL foi positivo nos rins de todos os grupos
experimentais, entretanto foi mais significativo nos rins dos animais do grupo diabético,
e GDM, os quais apresentaram os maiores valores do IA. Por outro lado, a
administracdo da melatonina em periodo simultaneo com a indu¢do do diabetes resultou
no declinio da porcentagem de células Tunel-positivas caracteristica também observada
nos animais do GDI, evidenciando que a porcentagem de células em apoptose apos 20
dias de administracdo da melatonina ou insulina foi significativamente menor do que as
porcentagens do GD, demonstrando dessa forma, sua eficiéncia em evitar o dano

oxidativo e a morte celular nos animais destes grupos (Figs 11 e 12).

Estresse oxidativo renal

A anélise tecidual dos niveis de peroxidacao lipidica através do TBARS, apds o
periodo de tratamento, revelou que os animais do grupo diabético apresentaram valores
elevados deste marcador, diferindo significativamente em relacio ao GC e GDM.
Entretanto, analisando os valores dos grupos GDMS e GDI, observa-se que estes
apresentaram a uma tendéncia a reducdo das concentracdes, porém sem diferenca
estatistica quando comparados ao GD. A reducdo dos niveis do TBARS foi observada
apenas no GDM, pois os valores deste grupo retornaram aos valores do grupo controle
(Fig. 13).

Em relagdo as concentracdes teciduais do GSH, também avaliada ao final dos
respectivos tratamentos, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos

experimentais (Fig. 14).
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DISCUSSAO

Os trabalhos com modelos de diabetes experimental em ratos tém sido
amplamente utilizados na reproducdo da sintomatologia do DM, uma vez que esses
animais apresentam semelhancas clinicas, laboratoriais e histolégicas com o diabetes

41, 42
humano ™

. No presente estudo, foi observado uma reducdo no ganho de peso de
animais induzidos ao diabetes. Essa perda de peso, através da reducdo de massa
muscular, parece ser resultante de uma alteracdo no metabolismo das proteinas na
condicdo de hiperglicemia, que pode ser caracterizado por um aumento no catabolismo
protéico e consequente diminuicdo da massa corporal desses animais®™ **. Os animais
induzidos ao diabetes que receberam administracio da melatonina antes ou apds a
confirmacdo da hiperglicemia também apresentaram ganho de peso reduzido,
demonstrando que apesar da administracdo da melatonina por um periodo de 20 dias, os
animais diabéticos que receberam inje¢des da indolamina ndo apresentaram melhora no
ganho peso corporal. Dados semelhantes foram encontrados por Paskaloglu et al.
(2004)*, que apesar da administracdo de melatonina por um periodo de 8 semanas, esta
ndo estimulou o ganho de peso corporal pelos animais. Por outro lado, o tratamento com
insulina resultou em aumento de peso corporal semelhante ao grupo controle, o que
indica que este hormonio anabdlico atua no metabolismo de proteinas, aparentemente
estimulando a sintese protéica®.

Estudos demonstram que a administragdo da melatonina ndo reduz os valores
hiperglicBmicos na condi¢do de diabetes. ** *’ Por outro lado, relatos apontam que a
administracdo desse hormoénio previamente a indu¢do do diabetes experimental resulta
em niveis hiperglicémicos menores, indicando que a melatonina exer¢a uma tendéncia a
diminui¢do da glicemia em ratos *’. Esses dados corroboram os nossos achados, pois, a

melatonina administrada simultdneamente a indu¢do do diabetes pela estreptozotocina
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provocou ténue reducdo da glicemia nesses animais. Indicando assim, uma possivel
atividade dessa indolamina sobre a secre¢ao de insulina e prote¢ao sobre as células
pancredticas®® .

Os achados histopatoldgicos e histoquimicos sugerem que a melatonina
apresentou efeitos benéficos nas alteragdes encontradas no diabetes, reduzindo
aparentemente o actimulo de glicogénio e o espessamento da membrana basal, bem
como parece atenuar a deposi¢do de coldgeno no tecido renal desses animais. Da mesma
maneira, aparentemente, reduziu a incidéncia de alteracdes como a degeneracdo
hidrépica e atrofias tubulares ou glomerulares. Cam et al. (2003)*  também
demonstraram que o tratamento com a melatonina reduziu as patologias tubulares e
glomerulares em comparagdo a ratos diabéticos ndo tratados, no entanto, ndo foi
suficiente para produzir diferencas significativas entre os grupos. J4 os achados de
Gumustekin et al. (2007) %, comprovam que a administracdo da melatonina reduz as
alteracoes glomerulares e o acumulo de glicoproteina intratubular nos rins desses
animais. Esses dados sdo consistentes com os nossos resultados, pois confirmam o
efeito protetor da melatonina sobre a histopatologia renal.

O indice organossomatico dos animais diabéticos apresentou valor
significativamente maior em relacdo aos demais grupos, confimando a nefromegalia.
Como conseqiiéncia da hiperfiltragdo glomerular e pelo aumento de proliferacdo
mesangial do diabetes, os rins destes animais apresentam maior tamanho quando
comparado ao rim normal ou administrado com insulina, uma vez que este hormonio
tem a capacidade de controlar a hiperglicemia do diabetes tipo 1, amenizando entdo, o
principal responsdvel pelas complicacOes tardias da enfermidade nos rins 495031
Entretanto, vale ressaltar que a administragdio com melatonina tornou o indice

organossomatico dos rins desses animais semelhantes aos do grupo controle. Segundo
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Pandi-perumal et. al. (2008)52, a melatonina atua diretamente em diversos 6rgdos ao
ligar-se a receptores especificos de membrana, como o MT1 e MT2. Esses receptores
também sdo encontrados nos rins, promovendo a atuacdo da melatonina neste 6rgao,
protegendo e atenuando os efeitos deletérios do diabetes na morfologia renal.

A andlise da dosagem hormonal das concentragdes de insulina plasmética nos ratos
do grupo tratado com insulina confirmou os resultados jd citados na literatura, pois, de
acordo com  Spadella et al. (2010)49, animais diabéticos administrados com insulina
restabelecem os valores baixos do hormonio resultante da lesdo causada nas células B
pela estreptozotocina. Sabe-se que os niveis insulinicos estdo reduzidos na condi¢do de
diabetes tipo 1 tanto em humanos como em animais de experimentacdao >33 dados
confirmados no nosso estudo, pois os animais diabéticos apresentaram redug¢do nos
valores de insulina. Bach et al. (2005)53 demonstraram que a administragdo da
melatonina estimula a secre¢do de insulina pela células beta do pancreas, estimulando a
recuperac¢do da sua fun¢do. Por outro lado, os dados obtidos na pesquisa mostram que a
administracdo da melatonina durante 10 dias apds a confirmacdo do diabetes ndo
apresentou capacidade secretora de insulina. No entanto, a administracdo do hormonio a
partir da inducdo até o 20° dia, demonstrou uma aparente sintese de insulina nesses
animais, mas sem similaridade para os valores normais, demonstrando uma recuperagao
parcial. Isso pode indicar que a melatonina atua de maneira direta no metabolismo da
insulina, evidenciando uma possivel atividade reguladora entre os dois hormonios.
Além disso, a melatonina apresenta efeitos benéficos na protecdo das células beta de
ratos diabéticos. Yavuz et al., (2003)*> demonstram que a administracdo desse
hormoénio evita o dano oxidativo causado pela estreptozotocina no pancreas de ratos.

Essa evidencia pode sugerir um possivel efeito protetor da melatonina aplicada
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simultineamente sobre as células pancredticas dos ratos, que possivelmente ainda
apresentaram células com capacidade secretora de insulina.

A funcio renal, analisada pelos niveis plasmaticos da cretatina e uréia mostrou-
se elevada nos animais diabéticos, indicando assim uma lesdo renal 3435 Poi observado
no nosso estudo, que a administracio da melatonina ou insulina exerceu atividade
benéfica nas concentragdes destes marcadores, pois os animais dos grupos tratados
apresentaram valores plasmdticos de creatinina e uréia similares ao grupo controle,
indicando a capacidade protetora da melatonina sobre os rins, melhorando diretamente a
fungdo renal. Hara et al., (2001)56 utilizando o modelo de nefrotoxidade induzida em
ratos por cisplatina demonstraram os efeitos do tratamento com a melatonina. Nesse
modelo de dano renal, assim como no diabetes, ocorre aumento das ROS e perda da
funcdo renal, no entanto, a administracdo da indolamina permitiu a redu¢do dos niveis
da uréia, creatinina e excrecao de proteinas nesses animais , o que confirma a atuacao da
melatonina de maneira benéfica regulando a func¢éo dos rins.

Nos portadores de diabetes é relatado que a pressdo arterial estd intimamente
associada com a lesdo renal e sua evolucio € acelerada pela presenca de hipertensdao
arterial °’. Cesaretti et al., (2010)58 observaram que ratos wistar tornados diabéticos
pela administracido da estreptozotocina por um periodo de 12 semanas apresentam um
aumento na pressao arterial. Entretanto, na presente pesquisa, foi evidenciado que os
niveis pressOricos entre 0s grupos experimentais nao apresentaram diferencas
significativas, o que pode ser justificado pelo curto periodo do quadro de diabetes,
aparentemente, ndo suficiente para levar a um quadro de hipertensdo arterial desses
animais.

Segundo Singh & Jialal, (2006)°° as espécies reativas de oxigénio (ROS), sdo

considerados um dos maiores responsaveis pelo comprometimento da fun¢do endotelial
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no diabetes. O 6xido nitrico apresenta seus niveis reduzidos no quadro de hiperglicemia,
pois os niveis excessivos das ROS neutralizam sua atividade, levando
consequentemente a um mecanismo de vasoconstri¢do que pode resultar em aumento de
pressao arterial 6061 No entanto, estudos tem mostrado os efeitos da melatonina sobre a
sintese de 6xido nitrico endotelial, indicando que esta idolamina quando interage com
receptores MT1 presentes nas células endoteliais e nas células musculares lisas da
artéria caudal de ratos promove potencializagao da vasoconstri¢ao, enquanto a interagao
com os receptores MT2 promove vasodilatacio®®. Os nossos resultados demonstraram
que apos as administragdes de insulina ou melatonina todos os grupos, exceto o grupo
diabético, apresentaram valores semelhantes ao grupo controle, com aumento nos niveis
deste radical. Isso sugere um efeito protetor da melatonina sobre o endotélio, pois a
recuperacgdo da sintese de 6xido nitrico pode levar a vasodilatagdo e controle da pressao

1 64,65,66

arteria Da mesma maneira, a administracdo da insulina restaurou os niveis de

o0xido nitrico, confirmando sua agdo vasodilatadora previamente demonstrada por
Kobayashi & Kamata (2001)%.

Silva et al. 2011% relatam que o diabetes induzido pela estreptozotocina em
hamsters leva um aumento nas concentracdes da peroxidacdo lipidica. Os nossos
resultados confirmam o descrito na literatura, pois o diabetes aumentou
significativamente os niveis da peroxidagdo lipidica no tecido renal dos animais. No
entanto, entre os dois grupos administrados com a melatonina, apenas o GDM
apresentou reducdo nos valores de TBARS para niveis encontrados nos animais
controle. Isso sugere que a administracdo da melatonina simultinea de alguma maneira
evitou o aumento exacerbado do TBARS, porém, apesar de um estimulo da melatonina
desde o dia da inducdo, este ndo foi suficiente para reduzir os valores da peroxidacao

lipidica nos animais deste grupo. Por outro lado, a melatonina administrada apds a
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instalacdo da hiperglicemia exerceu efeitos diretos sobre o0 TBARS, pois 10 dias apds a
inducdo pela estreptozotocina jd é relatado o aumento da peroxidagio lipidica ®°. Esses
achados reforcam o efeito da melatonina como antioxidante e corroboram os resultados
observados por Cam et al. (2003) 4 pois estes reportam que a administracdo da
melatonina durante 4 semanas reduz os niveis do malonaldeido no homogenato renal
de animais diabéticos.

Adicionalmente, a andlise dos niveis teciduais da glutationa reduzida (GSH) ndo
mostrou diferenca significativa entre os grupos experimentais. Dados semelhantes
foram encontrados por Sudnikovich et al. (2007) 2 onde ratos induzidos ao diabetes
pela estreptozoticna e administrados com melatonina ndo apresentam alteragdes na
atividade do antioxidante GSH. Entretanto, Vural et al. (2001)*' relatam que aplicagdes
de meltatonina por um periodo de um més previnem a redugdo da atividade da GSH-Px
e da GSH, o que nos faz sugerir que este estimulo da melatonina sobre a capacidade
antioxidante endégena pode ser dependente do tempo de aplicacao.

Estudos tém apontado que a melatonina pode modular a apoptose, atuando tanto
na via extrinseca, ao controlar os receptores de morte, como na via intrinseca ao
eliminar radicais oxidantes do citoplasma que podem ser gerados pela mitocOndria e

67,68,69 .
. Nos rins de

causar danos no DNA que levam a morte programada da célula
animais diabéticos € bem relatado que o dano oxidativo causado pelo acumulo de ROS
e consequente deposicdo produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), fatores
fibrinogénicos como matriz extracelular, coldgeno, fibronectina, dentre outros, pode
resultar em citotoxidade e morte celular °. Estudos também indicam que antioxidantes
apresentam efeitos promissores sobre a apoptose nos rins de animais com isquemia e
reperfusdo, pois a administracdo da melatonina reduziu a apoptose e/ou necrose nos rins

70,71,72

de animais nessas condicdes . Na presente pesquisa foi evidenciado o efeito
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protetor da melatonina na apoptose renal, pois foi observado reducdo nos valores de
células Tunel-positivas, confirmando que a melatonina pode atenuar a apoptose nos rins
de ratos com o quadro de diabetes.

Dessa forma, concluimos que a administracio da melatonina apds ou
simultaneamente a indu¢do do diabetes pela estreptozotocina pode ser benéfica para a
histofisiologia renal de animais com o quadro de nefropatia diabética. No entanto, a
importancia clinica e fisiolégica dessa administragdo exige mais esclarecimentos para
melhor compreensdo dos mecanismos pelo qual a melatonina exerce seus efeitos

benéficos.
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Tabela 1. Média + desvio-padrdo dos niveis de plasméticos de glicose (mg/dL). GC-
grupo controle; GD- grupo diabético, GDM — grupo diabético melatonina; GDMS —

grupo diabético melatonina simultanea; GDI — grupo diabético insulina.

simultanea; GDI — grupo diabético insulina.

Grupos Antes da indu¢cdo Apds indugdo do Meio do tratamento  Fim do tratamento

do diabetes diabetes (10° dia) (20° dia)
GC 95,40 +£3,44aA 96,01 £4,55bA 99,21 = 1,09cA 102,77 £ 5,84cA
GD 94,89 £ 1,11aC 350,16 £7,61aB 395,19 £9,15aA 401,43 = 1,98aA

GDM 97,12 £294aC 345,92 +5,22aB 399,70 £ 4,09aA 406,17 £ 8,12aA
GDMS 101,43 £3,67aC 349,33 +8,01aA 317,30 + 3,99bB 314,75 £4,91bB

GDI 96,72 £2,04aB 347,83 + 6,66aA 99,60 + 1,88cB 91,50 £ 7,89cB

P 0,0654 0,0012 0,0155 0,0453

Meédias seguidas das mesmas letras minudsculas nas colunas e mitsculas nas linhas ndo
diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis Wilcoxon-Mann-Whitney

(P<0,05).
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Tabela 2. Média + desvio-padrdao dos niveis plasmadticos de 6xido nitrico (umol de
NOz'/pmol de plasma). GC- grupo controle; GD- grupo diabético, GDM — grupo
diabético melatonina; GDMS — grupo diabético melatonina simultanea; GDI — grupo

diabético insulina.

Grupos Antes da induc¢do do Metade do tratamento Fim do tratamento
diabetes (10° dia) (20° dia)
GC 26,81 £ 1,76aA 27,01 £3,19aA 29,66 £+ 4,03aA
GD 24,05 £2,97aA 5,27 +0,77cB 6,21 + 1,32bB
GDM 29,40 £ 2,62aA 4,43 £ 1,93cC 24,50 £+ 3,28aA
GDMS 27,52 £2,00aA 14,15 £2,56bB 26,14 £2,66aA
GDI 28,37 £ 1,39aA 3,99 +2,29¢B 27,76 £ 1,00aA
P 0,1211 0,0312 0,0105

Meédias seguidas das mesmas letras mintisculas nas colunas e maidsculas nas linhas ndo
diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis Wilcoxon-Mann-Whitney
(P<0,05).
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Ganho de peso (g)

GC GD GDM GDMS GDI

Grupos

Figura 1. Grafico do ganho de peso dos animais ao longo do periodo experimental
(g). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDM — grupo diabético melatonina;
GDMS - grupo diabético melatonina simultanea; GDI — grupo diabético insulina.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste

de Kruskal-Wallis Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 2. Niveis plasmaticos do hormonio insulina (mg/dL). GC- grupo controle;
GD- grupo diabético; GDM — grupo diabético melatonina; GDMS — grupo diabético
melatonina simultanea; GDI — grupo diabético insulina.. A- grupos experimentais
antes da indu¢do do DM; B- grupos experimentais ap6s 10 dias das administracdes;
C- grupos experimentais apds 20 dias das administragdes. *Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 3. Indice organossomatico (IO) dos rins dos animais apés 20 dias de tratamento
dos difententes grupos experimentais (%). GC- grupo controle; GD- grupo diabético;
GDM - grupo diabético melatonina; GDMS — grupo diabético melatonina simultanea;
GDI — grupo diabético insulina. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 4. Niveis plasmdticos de uréia (mg/dL). GC- grupo controle; GD- grupo
diabético; GDM — grupo diabético melatonina; GDMS — grupo diabético melatonina
simultanea; GDI — grupo diabético insulina. A- grupos experimentais antes da induc¢do
do DM; B- grupos experimentais apds 10 dias das administracdes; C- grupos
experimentais ap6s 20 dias das administra¢des.* Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Wilcoxon-Mann-

Whitney (P<0,05).
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Figura 5. Niveis plasmadticos de creatinina (mg/dL). GC- grupo controle; GD- grupo
diabético; GDM — grupo diabético melatonina; GDMS — grupo diabético melatonina
simultanea; GDI — grupo diabético insulina. A- grupos experimentais antes da inducdo
do DM; B- grupos experimentais apds 10 dias das administracdes; C- grupos
experimentais apds 20 dias das administracOes *Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Wilcoxon-Mann-

Whitney (P<0,05).
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Figura 6. Niveis pressoricos dos animais apds 20 dias de tratamento nos diferentes
grupos experimentais (mmHg). GC- grupo controle; GD- grupo diabético, GDM —
grupo diabético melatonina; GDMS — grupo diabético melatonina simultanea; GDI —

grupo diabético insulina. * Teste de Kruskal-Wallis Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05)



Figura 7. Fotomicrografia dos rins dos animais dos grupos experimentais, HE. A —

grupo controle; (B — D) — grupo diabético — (E-F) — grupo diabético melatonina
simultinea; (G e H) — grupo diabético insulina; GL — glomérulo; TP — tubulo contorcido
proximal; TD — tibulo contorcido distal; * - glomerulite membranoproliferativa; GA —
glomérulo atréfico; seta branca — atrofia tubular; N- nefrose tubular; Ab — albumindria;

seta vermelha — degeneragdo hidrépica; M — Regido medular; cc —congestao



89

J |

e
B

S

&
|
~

4

-~

A

Figura 8. Fotomicrografia dos rins dos animais dos grupos experimentais, H.E. (A —

B) — grupo diabético melatonina simultanea; (C — D) — grupo diabético insulina; GL —

; TD — tdbulo contorcido distal; M — Regi
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Figura 9. Fotomicrografia da histoquimica dos rins. (A) — grupo controle; (B) — grupo
diabético; (C) — grupo diabético melatonina; D- grupo diabético melatonina simultanea;
(E) — grupo diabético insulina. Colorag¢do:Tricomico de Gomori. Marcagdo azul, fibras

coldgenas.
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Figura 10. Histoquimica dos rins dos grupos experimentais. (A) - grupo controle; (B -
C) — grupo diabético; (D) — grupo diabético melatonina; (E) — grupo diabético
melatonina simultanea; (F) — grupo diabético insulina; * - albumindria; Coloracdo

P.A.S. Marcacdo em vermelho, glicopolissacarideos.
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Figura 11. Glomérulos renais mostrando poddcitos Tunel-positivos (setas) dos grupos
experimentais. (A)- grupo controle; (B) - grupo diabético; (C) — grupo diabético
melatonina; (D) — grupo diabético melatonina simultinea; (E) - grupo diabético

insulina. Contra —coloragdo: Hematoxilina.
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Figura 12. Indice apoptético (IA) nos glomérulos renais. *Médias seguidas pela

mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-

Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 13. Valores de TBARS nos rins dos animais apds 20 dias de tratamento nos
diferentes grupos experimentais (nmol/mg de proteina). GC- grupo controle; GD- grupo
diabético; GDM — grupo diabético melatonina; GDMS — grupo diabético melatonina
simultanea; GDI — grupo diabético insulina. *Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05)
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Figura 14. Valores de GSH nos rins dos animais apds 20 dias de tratamento nos
diferentes grupos experimentais (nmol/mg de proteina). GC- grupo controle; GD- grupo
diabético; GDM — grupo diabético melatonina; GDMS — grupo diabético melatonina

simultdnea; GDI — grupo diabético insulina. teste de Wilcoxon-Mann-Whitney

(P<0,05).
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