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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um disturbio crénico, caracterizado por altera¢cdo no
metabolismo da glicose e outras substancias produtoras de energia, que
resulta em aumento do estresse oxidativo. A nefropatia associada ao DM é
uma das mais sérias e comuns complica¢cdes microvasculares e os seus efeitos
nos rins ocorrem em diversas estruturas, como glomérulos e tubulos. Da
mesma forma, diversas modificacdes hepaticas podem ser observadas, como
as hepatopatias, doenca hepatica ndo gordurosa e dislipidemias. A melatonina
€ um hormonio produzido pela glandula pineal, descrito por apresentar efeitos
benéficos no estresse oxidativo associado a doencas. Por apresentar baixa
toxicidade, esse hormonio tem sido associado a outros farmacos, como a
insulina. Assim, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar os efeitos do
tratamento com melatonina e insulina sobre a nefropatia e os possiveis efeitos
deletérios no figado de ratos induzidos ao diabetes. Foram utilizados 50 ratos
albinos, com 60 dias de idade, divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem
inducao ao diabetes; GD: ratos induzidos ao diabetes; GDM: ratos induzidos ao
diabetes e tratados com melatonina; GDI: ratos induzidos ao diabetes e
tratados com insulina; GDMI: ratos induzidos ao diabetes e tratados com
melatonina e insulina. O diabetes foi induzido por administracdo Unica de
estreptozotocina na dosagem de 50mg/kg, por via intraperitoneal. Ja a terapia
com a melatonina foi realizada via dgua de beber (10mg/kg), enquanto a
administracdo de insulina por meio de injecdo subcutanea (5U/dia), ambos
durante 30 dias. Apdés o0s respectivos tratamentos, foram analisados a
histopatologia, morfometria, histoquimica (quantificacdo de glicogénio e
colageno) e a funcao renal e hepética. Além disso, os parametros metabdlicos
como peso corporal, consumo alimentar, diurese e as excregdes de glicose,
albumina e proteina foram acompanhadas, junto com a pressao arterial
sistélica, enzimas hepaticas, perfil lipidico, glicEmico e o estresse oxidativo
(TBARS e GSH). Ap6s o tratamento associativo com melatonina e insulina,
verificou-se que 0s parametros renais e hepaticos estudados foram similares
aos do grupo controle, com preservacao da estrutura tecidual, melhora do perfil
lipidico e da funcionalidade renal e hepética, com reducdo dos niveis de

colesterol, triglicerideos, creatinina, ureia, AST e ALT, respectivamente.



Mostrou-se ainda que a associagdo normalizou os niveis da peroxidacéo
lipidica, assim como aumentou os valores da glutationa reduzida, seja no
figado ou no rim dos animais. Também observamos a melhora nas alteracfes
metabdlicas (polifagia, polidria e polidpsia), nas excrecdes urinarias de glicose,
proteina e albumina, bem como redugdo no acumulo de glicogénio e colageno
renal. J& a nivel hepatico, o teor de glicogénio foi recuperado apoés tratamento e
o nivel de colageno estava reduzido. Junto a isso, a presséao arterial sistolica,
frequéncia cardiaca e imunomarcacdo para o IL-6 e TNF-a no figado dos
animais também apresentaram comportamento similar ao grupo controle.
Assim, concluimos que o tratamento associativo entre melatonina e insulina
pode ser uma estratégia eficaz na protecéo contra os danos hepaticos e renais

induzidos pela hiperglicemia em animais diabéticos.

Palavras-chave: nefropatia diabética, melatonina, insulina, figado, estresse

oxidativo, ratos



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disorder characterized by alterations in the
metabolism of glucose and other energy-producing substances, which results in
increased oxidative stress. DM-associated nephropathy is one of the most
serious and common microvascular complications and its effects on the kidneys
occur in several structures, such as glomeruli and tubules. In the same way,
several liver modifications can be observed, such as liver diseases, non-fatty
liver disease and dyslipidemias. Melatonin is a hormone produced by the pineal
gland, described as having beneficial effects on oxidative stress associated with
disease. Because it has low toxicity, this hormone has been associated with
other drugs, such as insulin. Thus, the aim of the present study was to evaluate
the effects of melatonin and insulin treatment on nephropathy and the possible
deleterious effects in the liver of rats induced diabetes. Fifty-five day-old albino
rats were divided into the following groups: GC: rats without diabetes induction;
GD: rats induced to diabetes; GDM: rats induced to diabetes and treated with
melatonin; GDI: rats induced to diabetes and treated with insulin; GDMI: rats
induced to diabetes and treated with melatonin and insulin. Diabetes was
induced by single administration of streptozotocin at a dose of 50 mg/kg
intraperitoneally. Melatonin therapy was performed via drinking water
(10mg/kg), while the administration of insulin by subcutaneous injection
(5U/day), both for 30 days. After the respective treatments, histopathology,
morphometry, histochemistry (quantification of glycogen and collagen) and
renal and hepatic function were analyzed. In addition, metabolic parameters
such as body weight, dietary intake, diuresis and excretions of glucose, albumin
and protein were accompanied, along with systolic blood pressure, liver
enzymes, lipid profile, glycemic profile and oxidative stress (TBARS and GSH).
After the associative treatment with melatonin and insulin, it was verified that
the renal and hepatic parameters studied were similar to those of the control
group, with preservation of tissue structure, improvement of lipid profile and
renal and hepatic function, with reduction of cholesterol levels, triglycerides,
creatinine, urea, AST and ALT, respectively. It was also shown that the
association normalized the levels of lipid peroxidation, as well as increased

values of reduced glutathione, either in the liver or kidney of the animals. We



also observed improvement in metabolic changes (polyphagia, polyuria and
polydipsia), urinary excretions of glucose, protein and albumin, as well as
reduction in the accumulation of glycogen and renal collagen. At the liver level,
the glycogen content was recovered after treatment and the level of collagen
was reduced. In addition, systolic blood pressure, heart rate, and
immunostaining for IL-6 and TNF-a in the liver of the animals also showed
similar behavior to the control group. Thus, we conclude that associative
treatment between melatonin and insulin may be an effective strategy to protect
against hepatic and renal damage induced by hyperglycemia in diabetic

animals.

Keywords: diabetic nephropathy, melatonin, insulin, liver, oxidative stress, rats
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LISTA DE ABREVIATURAS

Acetil-coA — Acetil coenzima A

ADA - Associacdo Americana de Diabetes
AGES - Produtos finais de glicacdo avancada
AMFK - N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina
AMK — N-acetil-5-metoxiquinuramina

AMPc — Adenosina monofosfato ciclico

ANG Il — Angiotensina Il

ALT — Alanina aminotransferase

ALP - Alcalina fosfatase

AST - Aspartato aminotransferase

Bpm — Batimentos por minuto

BSA — Albumina sérica bovina

CAD - Cetoacidose diabética

CAT - Catalase

CrCl — Clearance de creatinina

CTGF — Fator de crescimento do tecido conjuntivo
COX-2 — Ciclo-oxigenase 2

DCNTS - Doencas cronicas nao trasmissiveis
DM — Diabetes mellitus

DMG - Diabetes mellitus gestacional

DMT1 — Diabetes mellitus do tipo 1

DMT2 — Diabetes mellitus do tipo 2

DNA — Acido desoxirribonucléico

DTNB - Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico
DRC - Doenga renal cronica

DRD - Doenca renal diabética

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético



EO — Estresse oxidativo

EROS — Espécies reativas de oxigénio

ERNS - Espécies reativas de Nitrogénio

EUA — Excrecao urinaria de albumina

FC — Frequéncia cardiaca

GADA - Antidescarboxilase de acido glutamico
GADPH - Gliceraldeido-3-fosfato

GJA — Glicemia de jejum alterada

Gi — Proteina G inibitoria

GLUTs — Transportadores de glicose

GLUTL1 — Transportador de glicose do tipo 1
GLUT2 — Transportador de glicose do tipo 2
GMPc — Guanosina monofosfato ciclico
GPRC — Receptores de alta afinidade acoplasdos a proteina G
GS - Glicogénio sintase

GSH - Glutationa reduzida

GPx — Glutationa peroxidase

GPr — Glutationa redutase

GQ - Glicoquinase

G6PD - glicose-6-fosfatase desidrogenase
HAS —Hipertensao arterial sistémica

HbAlc — Hemoglobina glicada

HE — Hematoxilina-eosina

H20:2 - Perdxido de hidrogénio

5 — HTP — 5 —hidroxitriptofano

5- HTPD - 5 — hidroxitriptofano descarboxilase
IAA — Anticorpos anti-insulina

ICA — Anticorpos anti-ilhotas

IDF — Federacéo internacional de Diabetes



IL-1 — Interleucina 1

IL- 6 — Interleucina 6

IOR — indice organossomatico renal

IRC — Insuficiéncia renal crénica

IP3 — Inositol fosfato

KCL - Cloreto de potassio

LADA — Diabetes autoimune latente do adulto
LPO - Peroxidacao lipidica

MAPK — Proteina quinase ativadora de mitogénese
MBG — Membrana basal glomerular

MDA - Malonaldeido

MLT - Melatonina

MmHg — Milimetro de mercurio

MT1 — Receptor de melatonina tipo 1

MT2 — Receptor de melatonina tipo 2

MT3 - Receptor de melatonina tipo 3

NADPH — Nicotinamida adenina dinucliotideo fosfato reduzida
NAFLD - Doenca hepatica gordurosa néo alcodlica
NAS — N- acetilserotonina

NAT — N- acetiltransferase

ND — Nefropatia diabética

NF —kB — Fator de transcri¢cao nuclear

NPV — Nucleo paraventricular do hipotalamo

NSQ — Nucleos supraquiasmaticos

OH- - Hidroxilas

ON — Oxido nitrico

ONOO" - Peroxinitrito

02 - Anion superoxido

PARP — Poli (ADP-ribose) polimerase



PAS — Acido periodico de schiff

PASis — Presséo arterial sistolica

PBS — Tampao fosfato salino

PKC - Proteina quinase C

QR2 — Quinona redutase 2

RI - Resisténcia a insulina

RD — Retinopatia diabética

SBD - Sociedade Brasileira de Diabetes

SDS - Dodecil sulfato de sédio

SOD - Superoxido-dismutase

SREBP-1c — Proteinas de ligacédo a elementos reguladores de esterol
SREBP-2 - Fator de transcri¢cao de ligagéo do elemento regulador do esterol 2
STZ - Estreptozotocina

TBARS — Substancias reagentes ao acido tiobarbiturico
TCA — Acido tricloroacético

TEP - 1,1,3,3-tetraetoxi-propano

TFG — Taxa de filtracdo glomerular

TGD - Tolerancia a glicose diminuida

TGF - — Fator de crescimento transformante Beta 1
TPH — Triptofano hidroxilase

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

TRIS — Tris (hidroximeti) aminometano

T-SH — Tiol total

TTG — Teste de tolerancia a glicose

VEGF — Fator de crescimento vascular



CAPITULO |

1. INTRODUCAO

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 controle e tratamento das complicacbes vasculares
especificas da doenca (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017). De
acordo com a Federacéo Internacional de Diabetes (IDF), cerca 425 milhdes de
pessoas sao portadoras de diabetes no mundo e estima-se que até o ano de
2045, esse valor chegue a aproximadamente 629 milhdes de pessoas
acometidas por este distarbio cronico (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2017).

O DM caracteriza-se por um grupo de distirbios metabdlicos crénicos,
resultante da condicédo de hiperglicemia, devido a deficiéncia na secrecédo de
insulina pelas células B do pancreas, agado da insulina, ou ambos os fatores
(DEEPTHI et al., 2017).

A longo prazo, o DM leva a complicagbes macro e microvasculares, que
afetam diversos 6rgdos e a qualidade de vida dos portadores (CHAWLA;
CHAWLA; JAGGI, 2016). A nivel macrovascular, ocorre o acometimento
coronariano e de vasos sanguineos, principalmente relacionados com o
aumento da presséao arterial sistémica (SALIDO et al., 2013), enquanto que 0s
danos microvasculares incluem principalmente a lesdo na retina e nos rins,
sendo responsaveis, respectivamente, pela retinopatia e nefropatia diabética
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017; GROSS et al., 2002).

A nefropatia diabética (ND) constitui uma das complicacées mais graves do
DM. Sendo considerada a principal causa de insuficiéncia renal cronica (IRC) e
indicacdo para didlise e transplante, afeta cerca de 30%-50% dos portadores
de diabetes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

Os estéagios progressivos da ND podem ser reconhecidos clinicamente, mas
deve-se iniciar o rastreamento preferencialmente pela medida de albumina em
amostra de urina, devido a eficiéncia diagnéstica e a facilidade desse tipo de
coleta (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).
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Os efeitos danosos nos rins dos portadores de diabetes, ocorrem
diretamente nos glomérulos, foco principal de lesdo na nefropatia diabética,
porém, outras estruturas renais também podem ser acometidas. Como
observado em estudos histopatologicos em humanos e animais de
experimentacdo (ratos e camudongos), que demonstraram a presenca de
esclerose glomerular, aumento de matriz extracelular e membrana basal, além
de proliferagdo mesangial (LAGRANHA et al., 2007; POURGHASEM; SHAFI;
BABAZADEH, 2015).

O estresse oxidativo tem sido apontado como uma das principais causas
das complicagcbes renais no quadro diabético. Muitas das alteracfes
metabdlicas causadas pela hiperglicemia produzem estresse oxidativo devido
ao aumento de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), gerados
principalmente durante a auto-oxidacdo da glicose e em diferentes reacfes
oxidativas que acompanham a glicacdo de proteinas, lipidios e acidos
nucléicos (DIAZ-FLORES et al, 2004). Além disso, também ocorre diminui¢&o
da acdo dos sistemas de defesa antioxidante em consequéncia da diminuicédo
da disponibilidade da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
(NADPH) e da glutationa reduzida (GSH), assim como pelo dano oxidativo das
enzimas envolvidas (DIAZ-FLORES et al, 2004).

Outro fator muito importante para a génese das complicacdes da ND é a
producdo de citocinas inflamatorias e fatores fibrogénicos, onde o acumulo dos
produtos finais de glicacdo avancada (AGEsS) no tecido renal leva a um
aumento da producédo de citocinas inflamatérias, tais como IL-6 e TNF-a. Da
mesma maneira, 0S niveis séricos e de excrecao urinaria destas citocinas e os
niveis de TGF-B estdo aumentados em humanos e animais com o quadro de
diabetes (LAGRANHA et al., 2007; SCHMITD, 1996).

Como terapia convencional para o DM Tipo 1, € utilizada, principalmente, a
reposicdo hormonal através da insulina. A insulina € um horménio anabdlico
que, apos interacdo com seu receptor de membrana especifico, estimula a
captacdo de glicose pelas células por meio de proteinas integrais de
membrana, denominadas GLUTs. Tal evento regula a homeostase glicémica,
estimula a lipogénese hepatica e nos adipécitos, reduz a lipolise, bem como,
regula o turnover proteico (SABETSKY; EKBLOM, 2010). Apesar de essencial
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para o controle glicémico e para evitar a cetoacidose diabética, que antes do
seu descobrimento era muito comum em pessoas que sofriam com essa
doenca, o tratamento isolado com a insulina ndo é capaz de evitar as
complicacBes microvasculares do diabetes, inclusive a nefropatia (PINHEIRO
et al., 2011).

Varios estudos tém utilizado substancias com atividades antioxidantes a fim
de prevenir e/ou reduzir o estresse oxidativo no diabetes, diminuindo assim, a
oxidacdo da glicose e, consequentemente, inibindo o desenvolvimento de suas
complicacbes tardias (REITER et al.,, 2001). Dentre estas substancias
antioxidantes, temos a melatonina.

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormdnio sintetizado,
principalmente, pela glandula pineal dos vertebrados. Além de suas acdes
como um eliminador de radicais livres, ela também possui atividades sobre o
metabolismo da glicose, imunomoduladoras e estimulante de enzimas
antioxidantes, como a superoxido 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 (ALVES et al.,
2004; REITER et al., 2001; TAMURA et al., 2008).

Estudos tém mostrado que a melatonina reduz o estresse oxidativo e
diminui a apoptose na retina, cérebro e figado de ratos induzidos ao diabetes
pela estreptozotocina (PADILLO et al., 2004; RAO et al., 2002). Além disso,
relata-se também que a melatonina tem a capacidade de reduzir a
hiperglicemia e hiperlipidemia em ratas e ratos diabéticos (NISHIDA et al.,
2005).

Dessa forma, se faz necessaria novas pesquisas para o tratamento dos
efeitos deletérios dessa doenca, uma vez que a administracdo de insulina nao
consegue evita-las (SOARES, 2000). Assim, como a melatonina € um
poderoso antioxidante que apresenta efeitos moduladores em varios 6rgaos, a
presente pesquisa objetivou avaliar se a sua presencga associada a insulina
poderia ser um importante meio potencializador dos efeitos desse horménio,
diminuindo ou eliminando as alteracdes causadas pelo diabetes nos rins e

figado de ratos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

2.1.1 Defini¢éo, epidemiologia e classificagdo

O Diabetes Mellitus (DM), normalmente conhecido como diabetes, € um
sério e crescente problema de saude publica em todo o mundo. Atingindo
proporcdes epidémicas, se enquadra, atualmente, nas chamadas doencas
cronicas ndo transmissiveis (DCNTs) e é considerada uma das principais
causas de internacdo e 6bito, junto com as doengas respiratorias crénicas,
neoplasias e as enfermidades cardiovasculares (MALTA et al., 2017; SILVEIRA
et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

O DM é caracterizado por um grupo de disturbios metabdlicos cronicos,
resultante da condicédo de hiperglicemia, devido a deficiéncia na secrecdo de
insulina pelas células B do péncreas, agdo da insulina, ou ambos os fatores
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017; BALAKUMAR et al., 2009;
OLIVEIRA, 2009). Atualmente, a classificacdo do DM é baseada na sua
etiologia e inclui quatro principais categorias clinicas: o Diabetes Mellitus Tipo 1
(DMT1), o Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2), o Diabetes Mellitus Gestacional
(DMG) e os tipos especificos de Diabetes Mellitus. Além disso, existe ainda a
glicemia de jejum alterada (GJA) e a tolerancia a glicose diminuida (TGD), as
quais sdo consideradas fatores de risco para o desenvolvimento do DM e das
doencas cardiovasculares (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017;
ZIMMET; ALBERT; SHAW, 2001).

A prevaléncia, incidéncia e conseguentemente os custos envolvidos no
controle do DM sao cada vez maiores (SILVEIRA et al., 2016). Segundo a 82
edicdo do atlas da Federacao Internacional de Diabetes (IDF) em 2017
existiam aproximadamente 425 milhdes de portadores de diabetes no mundo, e
estima-se que até o ano de 2045, esse valor chegue em torno de 629 milhées
de pessoas acometidas por este distarbio crénico (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2017). No Brasil, os dados também sao
preocupantes. Ocupando o0 4° lugar no ranking dos 10 paises com o maior
namero de portadores de diabetes, cerca de 8% da populacdo sofre com a

enfermidade, o que equivale, a valores proximos de 16 milhdes de diabéticos,
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com uma faixa etaria variando dos 20 aos 79 anos (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2017; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

O DMT1 representa cerca de 5% a 10% dos casos de diabetes
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Sendo anteriormente
conhecido pelos termos “diabetes insulino-dependente” ou “diabetes juvenil”,
resulta na destruicdo parcial ou total das células 3 do pancreas, levando a um
quadro de insuficiéncia na producéo ou secrecédo de insulina (SANTOS; LEPRI,
2012). Apesar de primariamente ser reconhecido por afetar aproximadamente
80 a 90% de criancas e adolescentes, a incidéncia das caracteristicas do
DMT1 vem aumentando consideravelmente em adultos, onde ja se conceitua
uma nova categoria definida como LADA (diabetes autoimune latente do
adulto) (ALVES et al., 2016).

Muitos estudos demonstram que no desenvolvimento do DMT1 os fatores
genéticos, imunolégicos e ambientais estdo diretamente envolvidos
(ONENGUT-GUMUSCU et al., 2002). Dessa forma, atualmente, esse tipo de
diabetes é subdividido em DMT1 tipo 1A e DMTL1 tipo 1B, o que depende do
processo que ira desencadear a destruicdo das células B pancreaticas. No
primeiro tipo, a destruicdo dessas células ocorre por um processo autoimine,
levando a um quadro de insulite e presenca de uma variedade de
autoanticorpos, como: antidescarboxilase de acido glutamico (GADA), anti-
ilhotas (ICA) e anti-insulina (IAA) (ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). J4 no tipo 1B a perda das
ilhotas pancreéticas ocorre de forma desconhecida e é observada a auséncia
de insulite e autoanticorpos, caracterizando a forma idiopatica da doenca
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017; GROSS et al., 2002, 2005;
PASCHOU et al., 2018; WAJCHENBERG, 1992).

A manifestacdo mais comum do diabetes € o DMT2, representando 90% a
95% dos casos diagnosticados da doenca (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2017). Previamente definida como “diabetes nao insulino-
dependente” ou “diabetes do adulto”, essa forma de acometimento inclui os
individuos que apresentam um quadro de resisténcia a insulina (RI) e uma
resposta compensatoria inadequada da mesma. Esse aumento da resisténcia
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periférica ao hormoénio se da devido a defeitos na cascata de sinalizacdo ou no
proprio receptor de insulina (JONNALAGADDA et al.,, 2014; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). 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 pancreaticas tornam-se progressivamente
menos capazes de secretar insulina em quantidade suficiente para manter a
homeostase dos carboidratos e lipidios (ABIOLA; SATHYAPALAN; HEPBURN,
2016; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017; BELL; POLONSKY, 2001;
SALTIEL; KAHN, 2002).

Quando o aumento nos valores da glicose é detectado pela primeira vez
durante uma gestacao, ocorre 0 que é classificado como diabetes gestacional.
Esse tipo de diabetes é resultante de uma tolerancia diminuida aos
carboidratos, e a hiperglicemia pode trazer complicacdes tanto para a gestante
como para o desenvolvimento e crescimento do feto (JACOB et al.,, 2014;
OLIVEIRA; MELO; PEREIRA, 2016). Nessa condicdo, o0s altos niveis
glicémicos maternos podem persistir ou ndo apos parto, e caso persista,
determina-se um quadro posterior de DMT2 (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2017; BUCHANAN et al., 2007; GROSS et al., 2002).

Na categoria de outros tipos especificos de diabetes estdo presentes as
formas menos frequentes da doenca e compreendem o DM ocasionado por:
defeitos genéticos na fungdo das células B, defeitos genéticos na acédo da
insulina, doencas do pancreas exdécrino, endocrinopatias, e também aqueles
induzidos por drogas ou produtos quimicos e alguns tipos de infeccdes
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017; GROSS et al., 2002).

2.1.2. Sinais clinicos e diagndstico

Apesar de alguns portadores de diabetes apresentarem um quadro
inicialmente assintomatico, normalmente, a hiperglicemia pode ser detectada
atraves de sintomas classicos que incluem: polidpisia (aumento da ingestao de
liquido); polidria (caracterizada pela excre¢do urinaria aumentada); polifagia
(aumento na ingestdao de alimentos); e a perda de peso inesperada, no

diabetes tipo 1, em consequéncia das alteracbes bioquimicas e falta de
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insulina, que ndo permite a sua utilizacdo para os processos anabdlicos e
manutencdo dos musculos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017;
DIAS; SOARES; RESENDE, 2001; WAJCHENBERG, 1992). Além disso,
outros sintomas também podem ser relevantes e caracterizados pela fadiga,
fraqueza, letargia, prurido cutéaneo e infeccdes repetidas (JACOB et al., 2014).

Os critérios para o diagnostico do DM mudaram com o passar dos anos e
0s mais recentes foram definidos pela Associagdo Americana de Diabetes
(ADA) e aceitos pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD). Dessa forma,
para diagnosticar o paciente portador de diabetes sédo avaliados os niveis de
glicemia em jejum (2126 mg/dL); glicemia de 2 horas apos o teste de tolerancia
a glicose (TTG) (=200mg/dL); e os valores de hemoglobina glicada (HbAlc)
(26.5%) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios diagndsticos para portadores de pré-diabetes e diabetes mellitus.

Exame Normal Pré-diabetes Diabetes
Glicemia de jejum (mg/dL) <100 100 = 125 =126
Glicemia 2 horas apo6s TTG <140 140 = 199 2200

com 75 g de glicose (mg/dL)

Hemoglobina glicada (%) <5.7 5.726.4 26.5

*Teste de toleréncia a glicose (TTG). Adaptada de SBD, 2017.

2.1.3. Complicagdes decorrentes do Diabetes Mellitus

As consequéncias da hiperglicemia para o portador do diabetes séo
variadas e compreendem as complicacdes agudas e cronicas. As agudas sao
as emergéncias clinicas identificadas e tratadas rapidamente (COBAS;
GOMES, 2010), enquanto que as complicacbes crénicas demandam
rastreamento e acompanhamento a longo prazo.

Dentre as complicacdes agudas, a mais comum € a cetoacidose diabética
(CAD), que pode se manifestar por falta no uso da insulina ou algum tipo de
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estresse agudo como infeccdes ou traumas (COBAS; GOMES, 2010; JACOB
et al., 2014). A CAD é uma condicdo muito mais frequente em portadores do
DMT1 e muitas vezes é a primeira forma de manifestacdo da doenca
(DHATARIYA; UMPIERREZ, 2017).

Uma vez que ocorre a reducdo dos niveis de insulina e aumento de
hormoénios contrarreguladores como cortisol e glucagon, o organismo passa a
ndo utilizar adequadamente a glicose e a fonte de energia requerida € o lipideo
(COBAS; GOMES, 2010; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).
Sendo assim, a lipolise que ocorre no figado leva ao aumento nos niveis de
corpos cetbnicos no plasma, com consequente reducdo do pH sanguineo, o
que caracteriza o quadro de cetoacidose e a presenca de sintomas como dor
abdominal, naduseas e vomitos (FERRAN; PAIVA, 2017; FOSS-FREITAS;
FOSS, 2003; SIDDIQUI et al., 2013).

Além da complicacdo supracitada, também pode ocorrer crises
hiperglicémicas agudas (estado hiperglicémico hiperosmolar) e hipoglicemias.
A primeira, normalmente se manifesta em portadores do DMT2, apresenta
aumento acentuado na glicose plasmatica (600 mg/dL) e desidratacao,
enquanto que as hipoglicemias sdo mais comuns em diabéticos tratados com
insulina ou sulfanilureias, levando a apresentacdo de sintomas como cefaleia,
sensacao de fome, taquicardia, tremores, sudorese e em casos mais graves,
mudancas de comportamento, coma e até mesmo o O6bito (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

A exposicao cronica a hiperglicemia do diabetes causa as alteracdes
macro e microvasculares, levando ao acometimento de diversos 06rgaos e
afetando diretamente a qualidade de vida dos seus portadores (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2017; CORIGLIANO et al., 2006; LAGRANHA et
al., 2007; MEHMET et al., 2008; SALIDO et al., 2013). A nivel macrovascular,
ocorre 0 desenvolvimento de cardiopatias, doenca cerebrovascular e doenca
vascular periférica, que estdo principalmente relacionados com o aumento da
pressdo arterial sisttmica (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017;
DHATARIYA; UMPIERREZ, 2017; LAGRANHA et al., 2007). JA os danos

microvasculares incluem lesfes nos rins, retina e nervos sendo responsaveis,
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respectivamente, pela nefropatia, retinopatia e neuropatia diabéticas
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017; GROSS et al., 2002). (Figura
1).
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Figura 1. Hiperglicemia crénica e as complica¢des decorrentes do DM. Adaptado de Ferreira et al.
2011.

2.1.4. Modelo experimental do Diabetes Mellitus

Ao longo dos anos, o modelo animal vem sendo extensamente utilizado
tanto para o entendimento dos mecanismos patolégicos, quanto na busca de

terapias para as complicagbes consequentes desse distlrbio endocrino-
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metabolico (HOWARTH et al., 2017; KING, 2012; REES; ALCOLADO, 2005).
A inducéo experimental do DM normalmente é feita através da administracdo
de estreptozotocina (STZ), um antibidtico inicialmente isolado de Streptomyces
achromogenes e utilizado para o tratamento de tumores pancreéticos e
neuroendocrinos (GARZA-RODEA et al., 2010; SHARMA et al., 2013).

As doses e vias de aplicacdo da STZ sdo bem variadas, mas as
administragdes mais comuns ocorrem por via intraperitoneal (IP) e intravenosa
(IV) (caudal, jugular e peniana) (CALABRIA et al., 2013; MOSTAFAVINIA et al.,
2016). Ja as concentracdes utilizadas dependem do peso animal e tipo de
diabetes que se deseja obter (FURMAN, 2016). Sendo assim, no caso do
DMT1, em ratos albinos (Rattus norvergicus albinus), doses variando de 45-60
mg/kg produzem hiperglicemia compativel com o quadro diabético e valores
médios de glicemia plasmatica em torno de 400 mg/dL (HOWARTH et al.,
2017).

Os mecanismos para a agao diabetogénica desta droga ainda nao estéao
totalmente esclarecidos. Mas, diversos estudos tem proposto que, por se tratar
de uma molécula analoga a glicose, a STZ tem o0 seu importe para a célula
beta pancreética através dos receptores de glicose tipo GLUT 2 (DEEDS et al.,
2011; HOWARTH et al., 2017; KISHORE; KAJAL; KAUR, 2017). Dessa forma,
uma vez internalizada, a molécula citotoxica pode causar danos irreversiveis ao
DNA, através de fragmentacdo e apoptose, assim como pode envolver
mecanismos como alquilacdo e a producdo de 6xido nitrico (ON), levando a
uma consequente reducdo na sintese e liberacdo de insulina (DEEDS et
al.2011; KISHORE; KAJAL; KAUR, 2017).

Com isso, em roedores, a STZ promove danos semelhantes aos
provocados pelo DMT1 em humanos, caracterizando quadros como
hiperglicemia, polidpsia, poliuria e polifagia, acompanhado de perda de peso,
niveis reduzidos de insulina plasméatica e até mesmo presenca de
hiperlipidemia (AKBARZABEH et al., 2007; HOWARTH et al., 2017). Além
disso, diversas pesquisas vem utilizando esse modelo para avaliar as
alteracdes especificas resultantes do diabetes no tecido hepatico (MOHAMED
et al., 2016), cardiaco (LAWSON et al., 2018), retina (SZABO et al., 2017),
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nervos (MEHTA; NERKAR; BANERJEE, 2017) e também nos rins
(FERNANDES et al., 2016).

2.2 NEFROPATIA DIABETICA

2.2.1. Definicdo, progresséo e diagnoéstico

A nefropatia diabética (ND) ou doenca renal diabética (DRD), € uma
sindrome caracterizada por aumento na excrecao urinaria de albumina, lesdes
glomerulares e reducdo na taxa de filtracdo glomerular (LIM, 2014; SILVA;
MENG; COENTRAO, 2017). Muito associada ao aumento da pressio arterial
sistémica, que pode acelerar a leséo nos rins, afeta aproximadamente 30-50%
dos portadores de DM e é considerada a principal causa de insuficiéncia renal
cronica (IRC) e indicacdo para dialise e transplante em todo o mundo
(BERMEJO; PASCUAL; SOLER, 2017; PERSSON; ROSSING, 2018;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

Diversos séo os fatores de risco envolvidos na génese e progressao da ND,
mas acredita-se que caracteristicas como a predisposi¢cdo genética, idade,
duracdo do diabetes e as disfungcbes hemodinamicas estejam relacionadas.
Além disso, alteracbes metabdlicas como obesidade, hiperlipidemia e
principalmente a hiperglicemia, parecem responsaveis por desencadear o
mecanismo de lesédo renal (BENNETT; ADITYA, 2015; SILVA; FRAGOSO;
NEVES, 2014; MENG; COENTRAO, 2017; UMANATH; LEWIS, 2018).

A nefropatia diabética apresenta 5 estagios clinicos, definidos a partir da
excrecdo urinaria de albumina (EUA), taxa de filtracdo glomerular (TFG) e
pressao arterial sistémica (PAS) (AMERIAN DIABETES ASSOCIATION, 2018;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Em humanos,
primeiramente ocorre hiperfiltracdo nos glomérulos e nefromegalia, 0 que pode
ser acompanhado ou ndo pelo aumento da PAS. Sem a apresentacdo de
outros sintomas clinicos e com a EUA dentro dos valores normais, essa fase e
identificada como Al ou albumindria normal (<30 mg/dia e TFG>90
mL/min//1.73 m?). Em sequéncia, é caracterizada a fase A2 ou também definida

como albumindria aumentada, onde os valores da excre¢cdo de albumina
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apresentam um acréscimo (>30 mg/dia), assim como 0s hiveis pressoricos.
Nessa fase, ja é possivel identificar redu¢éo na TFG (60-89 mL/min/1.73 m?) e
alteracbes na estrutura renal, como expansdo da matriz extracelular e
espessamento da membrana mesangial (CHEN; KHURY; ZIYADEH, 2013).
Posteriormente, na terceira fase clinica, valores de EUA acima de 300mg/dia
sdo identificados, o que caracteriza a fase A3 ou de albumindria persistente.
Nesse momento, a reducdo da TFG é cada vez mais evidente e classificada
com uma reducdo moderada (30-59 mL/min/1.73m?), enquanto a pressao
arterial apresenta-se elevada.

As fases finais da progressdo da doenca incluem os estagios mais graves
da lesdo renal diabética, com alteracdes irreversiveis, onde no 4° estagio
clinico é observada a insuficiéncia renal crénica e uma reducéo grave na TFG
(<30ml/min/1.73 m?), que por fim, leva um quadro de didlise (TFG<15
mL/min/1.73 m?), ambos acompanhados por hipertensdo arterial (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2017; HANEDA et al., 2015; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). (Tabela 2).

Tabela 2. Estagios clinicos da nefropatia diabética.
Estégio EUA TFG PAS

1.Albuminuria normal (A1) <30mg/dia Normal ou aumentada Normal
(290 mL/min/1.73 m?)

2.Albumindria aumentada (A2) 30-300mg/dia Leve diminuicédo Crescente
(60-89 mL/min/ 1.73 m?)

3.Albumindria persistente (A3) >300mg/dia Moderada diminuigdo Alta
(30-59 mL/min/1.73 m?)

4.IRC Alta Grave diminui¢do Alta
(15-29 mL/min/1.73 m?)

5.Dialise Abundante <15 mL/min/1.73 m? Alta
*Excrec¢do de albumina urinaria (EUA); *Taxa de filtracdo glomerular (TFG); *Presséo arterial sistémica
(PAS); *Insuficiéncia renal cronica (IRC). Adaptada de SBD, 2017. ADA, 2018. HANEDA et al., 2015.
Para o diagnostico clinico da ND, como ja mencionado, a principal
caracteristica bioquimica € a quantificacdo da albumina urinaria. Porém, outras
formas de avaliacdo s&o utilizadas e estudadas como refor¢o prognéstico.
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Junto com a albumina, os valores da creatinina sérica e urinaria (clearance
de creatinina) também sdo considerados, pois, a excre¢cdo e niveis anormais
desta é indicativa da les@o renal e o seu aumento acompanha a progressao
dos estagios clinicos da ND. Mas, apesar de ser util para estimar a TFG, a
creatinina ndo deve ser considerada de maneira isolada, uma vez que pode ser
alterada por outros fatores, como lesdo da massa muscular e aumento na
ingestdo de proteinas (MURUSSI et al, 2008; SHAH; BJORNSTAD;
JOHNSON, 20186).

Além destes e das biopsias renais, outros marcadores de disfuncdes
glomerulares tem sido avaliados, como a excrecao de Cistatina C, acido urico,
transferrina, ceruloplastina, laminina, adiponectina, nefrina e proteinas
poddcitarias (JHA; JANDELEIT-DAHM; COOPER, 2014; ZHANG; LIU; QIN,
2018; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Atrelado a isso,
atualmente, também é rastreada a existéncia de retinopatia diabética (RD) que
parece estar associada ao surgimento da ND, por mecanismos ainda nédo
esclarecidos (UMANATAH; LEWIS, 2018).

Por se tratar de uma doenca crbnica, o desenvolvimento da leséo renal até
0 seu ultimo estagio, em diabéticos do tipo 1, normalmente pode levar até 30
anos. Mas, o acompanhamento deve ser iniciado 5 anos apés a deteccdo do
DM e indica-se que o rastreio da presenca de albumindria e a estimativa da
TFG seja de maneira anual (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017).

2.3. FISIOPATOLOGIA DA NEFROPATIA DIABETICA

Os mecanismos fisiopatolégicos da ND ainda nao foram totalmente
compreendidos, porém, acredita-se que fatores como o aumento do estresse
oxidativo (EO) e das espécies reativas de oxigénio (EROS), bem como a
producdo e acumulo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGES),
citocinas inflamatodrias, alteragbes hemodindmicas, estruturais e metabdlicas

estejam diretamente associadas com a hiperglicemia e as alteracdes renais.
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2.3.1. Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo moléculas, ions ou grupos de moléculas consideradas
instaveis por possuirem um ou mais elétrons ndo pareados em sua Ultima
camada orbital. Sendo derivados do metabolismo do oxigénio (EROS) ou do
nitrogénio (ERNS), esses atomos podem ligar-se facilmente a diversas outras
moléculas, por um processo conhecido como oxida¢do (VASCONCELOS et al.,
2014; TELES et al., 2015).

A formacéo de radicais livres € um mecanismo fisiologico comum e, de todo
0 oxigénio metabolizado pelas mitocondrias, cerca de 1-3% sé&o convertidos a
EROS (MATOUGH et al.,, 2012). Dessa forma, em condigdes normais, 0S
radicais livres sdo muito importantes e estdo envolvidos em diversos processos
como a producdo de energia, sinalizacdo e crescimento celular, incluindo
fagocitose, apoptose e sintese de diversas substancias, inclusive de alguns
hormonios (HIGASHI et al., 2014; TELES et al., 2015). Dentre estas espécies
reativas estdo o anion superéxido (02-), as hidroxilas (OH™), o peroxinitrito
(ONOO-), peroxido de hidrogénio (H202), Oxido nitrico (ON) e outros
(FERREIRA et al., 2011; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Para combater as EROS produzidas em condi¢cdes fisioldgicas, os
organismos aerobios utilizam de um processo muito bem coordenado, que
inclui mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos, caracterizando a defesa
antioxidante. Esse mecanismo de defesa enzimatico contra a acdo das
espécies reativas é composto por diversas enzimas como a superéxido
desmutase (SOD), catalase (CAT) e as glutationas peroxidase (GPx) e
redutase (GPr). Ja a defesa ndo enzimatica é proveniente de antioxidantes
externos, que podem ser obtidos através de alimentacdo ou suplementacéo,
como € o caso das vitaminas A (retinol), E (tocoferol), C (acido ascorbico),
flavandides e carotenoides (COLAK et al., 2017; NIMSE; PAL, 2015; TELES et
al., 2015).

Apesar de ser um mecanismo bastante eficaz, algumas condi¢des levam a
uma sintese elevada das EROS e com isso, 0 nosso sistema de defesa néo é
suficiente para conter essa alta producdo, caracterizando assim, um
desequilibrio entre os radicais livres e a capacidade antioxidante, levando a

36



uma condigdo conhecida como estresse oxidativo (MIRANDA-DIAZ et al., 2016;
CAMPOS; LEME, 2017).

Os danos oxidativos, consequentes deste desequilibrio, podem causar
alteracdes diretas e funcionais em diversas moléculas como os lipidios, DNA,
proteinas e carboidratos (ONDEI; TERESA; BONINI-DOMINGOS, 2014). Além
disso, tem sido amplamente associados ao desenvolvimento de diversos
processos patolégicos como o0 cancer, as doengas autoimunes,
neurodegenerativas, cardiovasculares, sindrome metabdlica e as complicacfes
diabéticas (FRANCISQUETI et al, 2017; GIACCO; BROWNLEE, 2010;
HIGASHI et al., 2014; PALMA et al., 2014).

A hiperglicemia é indicada como o principal fator determinante na génese e
progressao da ND, pois, diversas vias dependentes de glicose sdo ativadas no
individuo diabético. O estresse oxidativo € considerado o mecanismo unificador
de inducdo da lesdo renal, que incluem uma superestimulacdo de diversas
vias, como: via do poliol, produtos finais de glicacdo avancada, proteina
quinase C (PKC) e hexosaminas (REIS et al., 2008). (Figura 2).

t PARP

I GAPDH
|
T flu:-:o-xfi‘a t AGEs t PKC T fluxo via:.-: das
dos palidgis ¥ hexaosaminas
! NFxB

Figura 2. Mecanismo unificado de dano celular induzido pela hiperglicemia. Fonte: Reis, J. S.
et al. (2008).

Os AGEs sao produzidos em consequéncia a exposi¢cao ao excesso de
glicose, através de glicosilacdo ndo enzimatica. Primeiramente, a glicose se

liga a proteinas por um processo ndo enzimatico e que pode ser revertido,
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denominada como base de Schiff e formando os produtos iniciais de glicacao
avancada (CASTRO et al., 2011). Com o tempo, essas moléculas podem se
reorganizar, mudando sua estrutura e formar ligacdes irreversiveis (ligacdo de
Amadori) com estruturas estaveis, passando a ser consideradas como produtos
finais de glicacdo avancada. Esses AGEs podem acumular-se em diversos
locais do tecido renal, como meséangio, poddcitos, células glomerulares e
também nos capilares, onde se ligam através de receptores especificos
(RAGE). Um exemplo de ligacéo irreversivel € a hemoglobina glicada (Hb1Ac),
que tem relacao direta com o desenvolvimento da ND e precisa ter seus niveis
acompanhados e controlados nos portadores de hiperglicemia (ANNADURAI et
al. 2014; CASTRO, 2011; FERREIRA et al., 2011; REIS et al., 2008).

Uma vez acumulados no tecido renal, os AGEs vao estimular a producéo
de mensageiros secundarios como a proteina quinase C (PKC), a proteina
quinase ativadora da mitogénese (MAPK) e também do fator de transcricao
nuclear (NF-kB). Juntas, essas vias levam a uma elevada liberagdo de fatores
de crescimento e inflamatorios, como o fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF), fator de crescimento transformante beta (TGF-B) e o fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF), alterando cada vez mais a
estrutura e a fisiologia renal (CASTRO, 2011; FERREIRA et al., 2011; REIS et
al., 2008).

A via do poliol também estd ativada na ND. Nesse caso, a glicose é
convertida a sorbitol através da atividade da enzima aldose redutase. O
aumento desse fluxo, induzido pelas EROS, possivelmente leva a uma
conversdo aumentada de glicose a sorbitol, que pode acumular no tecido renal,
0 que consequentemente reduz as atividades da NADPH e da glutationa.
Posteriormente, o sorbitol é convertido a frutose, o que aumenta a sintese de
diacilglicerol (DAG), e € considerada a principal via responsavel por ativar a
PKC (FERREIRA et al., 2011; REIS et al., 2008).

Outro mecanismo responsavel pelas modificacdes decorrentes das EROS é
a via das hexosaminas. Na superativagdo dessa via, a glicose é convertida em
frutose- 6-fosfato e esta sera transformada em N-acetilglicosamina-6-fosfato. A

sua conversao em UDP-N-acetilglicosamina resulta em alteracdes patologicas
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na expressao génica, aumentando producdo de citocinas inflamatorias e
fatores de transcricdo (REIS et al., 2008).

O estresse oxidativo leva a muitas consequéncias paro o organismo e uma
das mais estudadas € a peroxidacéao lipidica. Frequentemente associada com a
producdo do radical peroxila, a lipoperoxidacdo € definida como uma cascata
de eventos bioquimicos, resultante da acao dos radicais livres sobre os lipideos
insaturados das membranas celulares. Dessa forma, a ativacdo desse
mecanismo leva a alteracdo nas membranas, afetando diretamente a sua
estrutura, fluidez, permeabilidade e causando até mesmo a morte celular por
apoptose (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; LEITE; SARNI, 2003).

Para avaliacdo do dano causado pela peroxidacao lipidica, o0 método mais
utilizado € a mensuracdo das substancias reativas ao acido tiobarbutdrico
(TBARS) e diversos estudos tem reportado o aumento desses niveis no tecido
renal, tanto em portadores como em ratos induzidos ao diabetes. Junto a isso,
também ¢é avaliada a capacidade antioxidante através dos niveis da glutationa
(GSH), onde é muito observado a sua reducdo, caracterizando esse
desequilibrio resultante da hiperglicemia (ANNADURAI et al., 2014;
MAHMOONDNIA et al., 2017; MIRANDA-DIAZ et al., 2016; MODARESI;
NAFAR; SAHRAEI, 2017).

2.3.2. Alteracdes hemodinamicas

Portadores de diabetes frequentemente apresentam modificacdes
hemodinamicas, caracterizadas por disfuncbes cardiacas e vasculares, como
arritmias, quadros de insuficiéncia cardiaca, fibrilagdo ventricular e hipertenséo,
normalmente relacionados ao estresse oxidativo (CINAR et al., 2001; NAKOU,;
MAVRAKIS; VARDAS, 2012; PASKALOGHU; SENER; AYANGOLU-DULGER;
2004).

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) associada ao DM é relatada por
acelerar a leséo glomerular e aumentar o risco de desenvolvimento da doenga
renal crénica (DRC) (USRDS, 2007), ocasionando aumento na excrecao de

albumina e espessura da membrana basal glomerular (COOPER, 2001).
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Clinicamente, a reducdo na pressao arterial parece ser a mais simples e
eficiente intervencdo para retardar a progressdo da nefropatia diabética
(GIUNTI et al., 2006), pois, pacientes diabéticos com pressao correspondente a
130/80 mmHg raramente desenvolvem macroalbumindria e demonstram
declinio na taxa de filtracdo glomerular (TFG) semelhante ao observado em
pessoas saudaveis. Por outro lado, diabéticos com pressao arterial em torno de
140/90 mmHg apresentam declinio mais acentuado na TFG e cerca de 30%
desenvolvem macroalbumindria e proteinaria (GIUNTI et al, 2006).

A disfuncdo endotelial também pode ser observada em modelo
experimental de diabetes e acredita-se que seja decorrente de condi¢des como
menor sintese e liberagdo de 6xido nitrico, menor resposta da musculatura lisa
aos fatores de relaxamento ou inativacdo destes por radicais livres, junto a
producdo aumentada de fatores vasoconstritores e inflamatérios (SUGANYA et
al., 2016; YEOM; BYEON; LEE, 2016). Uma vez que os sistemas antioxidantes
sdo menos efetivos no diabetes, as EROS sao relacionadas com a disfuncéo
endotelial induzida pela hiperglicemia. Assim, a vasculatura de diabéticos seria
alvo dos radicais livres, seja por meio de reducdo do estado antioxidante
celular ou maior suscetibilidade a auto-oxidacdo da glicose e oxidacdo de
colesterol, como o LDL (FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; SELIGMAN;
CLAUSELL, 1999; TODA; IMAMIRA; OKAMURA, 2010).

A melhora na vasodilatacdo endotelial tem sido relacionada, por muitos
autores, a acao de antioxidantes enddgenos e/ou exdgenos. Com o uso de
antioxidante exégeno, € relatado que a administracdo de vitamina C e
flavandides apresentam efeitos vasodilatadores no quadro diabético (DAL;
SIGRIST, 2016; SELIGMAN; CLAUSELL, 1999; SUGANYA et al., 2016).

Da mesma forma, a melatonina, também amplamente utilizada de maneira
exogena, é responsavel por apresentar eficiéncia nas complicagdes vasculares
do diabetes, protegendo a pressao arterial sistolica e diastdlica no modelo
experimental e em pacientes com sindrome metabdlica (KLIMENTOVA et al.,
2016; KORIZOG et al., 2010), assim como melhora a resposta vascular em
ratos diabéticos e portadores da hiperglicemia cronica com quadro de
hipertensao (KATSI et al., 2012; MOZDZAN et al., 2014; REYES-TOSO et al.,
2002; SIMKO; PAULIS; SUDNIKOVICH et al., 2007).
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2.3.3. Alteracdes estruturais

Primariamente, acreditava-se que as alteracbes estruturais nos rins
aconteciam apenas no glomérulo renal. De fato, o glomérulo é uma estrutura
diretamente afetada, por ser grande responsavel pelo mecanismo de filtracéo,
porém, outras regibes também sofrem danos, como as células mesangiais,
poddcitos, barreira de filtracdo glomerular e os tubulos renais (FERREIRA et
al., 2011; HABIB, 2013; SALGADO et al., 2004).

As células mesangiais apresentam importante papel na estrutura e
manutencao da funcéo fisiologica dos glomérulos. Nessas células, assim como
na maioria das células do corpo, a glicose entra pelo mecanismo de difusao
facilitada, através de proteinas integrais de membrana especificas, o0s
transportadores de glicose (GLUTs) (LAGRANHA et al., 2007). Estudos com
células mesangiais in vitro demonstram maior expressdo de GLUT1 em meios
com alta concentracdo de glicose, maior atividade da PKC e consequente
estimulo a sintese de proteinas da matriz extracelular. Em consequéncia a
isso, na ND é ativada a sintese de diversas proteinas da matriz extracelular
como fibronectina, laminina, tenascina e colageno. Essas proteinas modificam
a matriz mesangial e levam a formacédo do glomérulo esclerético, caracterizado
por espessamento da membrana basal e proliferacdo mesangial (FERREIRA et
al., 2011; LAGRANHA et al., 2007). Além disso, também é frequentemente
observada a fibrose intersticial (BIEKE et al.,, 2004; COOPER, 2001;
GUIMARAES-SOUZA et al., 2015; ROCCO et al. 1992; ZHOU et al., 2004).

Os danos renais também ocorrem na barreira de filtragcdo glomerular, que é
um complexo biolégico de estruturas com propriedades que permitem a alta
taxa de filtracAdo 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 filtracdo glomerular é composta
pelo endotélio fenestrado glomerular, a membrana basal glomerular (MBG) e
0os poddcitos. Estudos recentes indicam que agressdes aos podocitos
representam um importante fator no desencadeamento de todas as formas de
glomerulopatias (BARISONI et al., 2009; KRIZ; LEHIR, 2005) e apresentam
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papel essencial no desenvolvimento da ND (MARSHALL, 2007; REDDY et al.,
2008; WOLF; ZIYADEH; 2008).

A causa exata da perda de poddcitos no DM permanece especulativa.
Porém, pesquisas com cultura dessas células expostas a altas concentracfes
de glicose e em modelos experimentais de diabetes indicam a apoptose como
0 principal mecanismo celular da deplecdo de poddcitos na progressao da
nefropatia diabética (EID et al., 2009; MENINI et al., 2007; NIRANJAN et al.,
2008; SUSZTAK; RAFF; SCHIFFER, 2006; SZABO et al., 2006). No entanto,
ainda sdo observadas controvérsias se a apoptose podocitaria ocorre de
maneira precoce (SUSZTAK; RAFF; SCHIFFER, 2006) ou tardia (MENINI et
al., 2007) no curso da lesao renal diabética.

Estudos apontam que a apoptose presente na ND € consequente a
hiperglicemia, pois, alta glicose e angiotensina Il (ANG II) induzem morte
celular em cultura de poddcitos, mediada pela acdo de TGF-B (DING et al.,
2002; SCHIFFER et al., 2001). Junto a isso, também hé& evidéncias de que a
formacdo de AGEs, EROS e a ativacdo de NF-kB contribuem para apoptose de
podécitos tanto in vitro como in vivo (MENINI et al., 2007; PESCHKE et al.,
2002; SUSZTAK; RAFF; SCHIFFER, 2006; SZABO et al., 2006). Além disso,
outro mecanismo também pode ser responsavel pela perda podocitaria na ND,
como o destacamento destas células da membrana basal glomerular, processo
ja observado experimentalmente, porém, 0S mecanismos ainda nao
esclarecidos (PETERMAN et al., 2003).

2.3.4. Citocinas inflamatérias

As citocinas consistem em um grupo de polipeptideos de baixo peso
molecular, que possuem efeitos autocrinos e paracrinos. Sao produzidas por
uma variedade de células do organismo e desempenham papéis importantes
em muitas respostas fisiolégicas (CREWS et al., 2006; VIANNA et al., 2011).

Estas moléculas séo divididas em varias classes, como as interleucinas (IL),
fatores de necrose tumoral, interferons, fatores estimuladores de colbnia,
fatores transformantes de crescimento e quimiocinas, as quais fazem parte de

uma rede reguladora da resposta inflamatoria e imune altamente complexa e
42



coordenada, que envolve a participacdo de diferentes vias de sinalizacao
(CREWS et al., 2006; SOUZA et al., 2008).

Muitos estudos tem buscado compreender os mecanismos da ND e foi
demonstrado que os fatores inflamatérios estdo diretamente envolvidos na
ativacdo e progressao da nefropatia diabética, principalmente através de
citocinas proé-inflamatérias como a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (VIANNA et al., 2011).

A IL-6 (IL-6) é uma citocina pré-inflamatéria produzida por diversas células,
incluindo células endoteliais, linfocitos T, mondcitos, fibroblastos e células
mesangiais (SOUZA et al., 2008; CARVALHO; DOMINGUETI, 2016). Esta
molécula induz a diferenciacdo de linfécitos B em células produtoras de
anticorpos, a proliferacdo de linfocitos T e a producdo de proteinas de fase
aguda, como proteina C-reativa (PCR) e fibrinogénio. Além disso, esta citocina
estimula a proliferacdo de células renais mesangiais e exerce papel
fundamental na nefropatia proliferativa mesangial. Niveis elevados de IL-6
estdo associados com a hipertrofia renal e o espessamento da membrana
basal glomerular em pacientes diabéticos (CARVALHO; DOMINGUETI, 2016).

O TNF-a também é uma citocina pro-inflamatéria e que atua na regulacgéo,
diferenciacdo e proliferacdo celular, no processo de apoptose e estimulando
outras citocinas inflamatérias (VIANNA et al., 2011). Com isso, os efeitos do
TNF-a na patogénese da ND incluem a estimulacdo da producdo de matriz
extracelular, a inducdo de apoptose das células musculares lisas vasculares
(através de vias autdcrina ou direta) e estimulacdo da producdo de
prostaglandinas pelas células mesangiais, onde todos esses fatores contribuem
para alterar o fluxo sanguineo renal. Além disso, o TNF-a também é capaz de
induzir a producdo de EROS pelas células glomerulares renais, as quais sao
bastante lesivas para os glomérulos, resultando na alteracdo da funcdo de
barreira de filtracdo glomerular e fibrose intersticial muito bem documentas em
portadores e também em modelos experimentais da ND (CARVALHO;
DOMINGUETI, 2016; COLAK et al., 2017; VIANNA et al., 2011).
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2.4. TRATAMENTOS PARA A NEFROPATIA DIABETICA

As buscas por um tratamento que venha minimizar os danos decorrentes da
nefropatia diabética séo cada vez maiores. Porém, até o momento, as medidas
adotadas para evitar os danos renais sdo basicamente as mesmas utilizadas
para conter as outras alteracdes microvasculares diabéticas, através de
intervencdes medicamentosas e ndo medicamentosas (BALAKUMAR et al.,
2009; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

A intervengdo ndo medicamentosa inclui a mudanca de habitos alimentares
e a pratica de atividades fisicas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2017). Ja para o tratamento medicamentoso é baseado no uso de
hipoglicemiantes orais, como a metformina, sulfaniluréias e glibenclamida para
os diabéticos do tipo 2, enquanto que os portadores de diabetes do tipo 1,
recorrem a insulinoterapia, que ainda € a principal forma para conter a
hiperglicemia e as complicacdes decorrentes deste quadro (PIRES; CHACRA,
2008). Além disso, também é amplamente utilizado farmacos que exercam
efeitos diretamente no controle da pressao arterial sistémica, como 0s
controladores do sistema-renina-angiotensina (SRA) que estdo intimamente
relacionados com o aumento da EUA e desenvolvimento da ND (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

2.4.1. Insulina

A insulina, descoberta em 1921, é um horménio anabdlico produzido pelas
células beta pancreéticas e responsavel por regular o metabolismo da glicose
(PIRES; CHACRA, 2008). Principalmente utilizada como reposicdo hormonal
para o tratamento de portadores de DMT1, e quando necessario, auxiliando no
controle glicémico em quadros de DMT2, também pode ser utilizada em casos
de lesbes severas e até mesmo cancer (MARTINEZ-RIQUELME; ALLISON;
2003; SALTIEL; KAHN, 2002).

A acado da insulina ocorre através da ativacdo de seus receptores e com
isso, ela é responsavel por atuar diretamente em Orgdos como o figado,

musculo liso e tecido adiposo, promovendo a sintese e armazenamento de
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carboidratos, lipidios e proteinas, além de inibir a quebra e liberacdo dos
mesmos para a corrente sanguinea (SALTIEL; KAHN, 2002).

Atualmente, a reposi¢cdo hormonal com a insulina visa manter os valores
glicémicos mais préximos possiveis dos niveis fisiologicos, através de um
tratamento individualizado e evitando-se tanto sequelas de hipoglicemias
quanto alteracdes no sistema nervoso central, que podem ser decorrentes de
quadros alternados de hiperglicemias com hipoglicemias (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). Sendo assim, a Sociedade Brasileira de
diabetes sugere valores de referéncia para a glicemia em pessoas com

tratamento insulinico. (Tabela 3).

Tabela 3. Metas glicEmicas para insulinoterapia.

Glicemiapré- Glicemiapés-  Glicemia ao Glicemia de HbAlc
prandial pandrial deitar madrugada
Todas as idades  90-145 mg/dL ~ 90-180 mg/dL ~ 120-180 mg/dL  80-162mg/dL 7,5%

*Adaptado de SBD, 2017.

Em pacientes com glicemia desregulada, como j& mencionado, a
microcirculacdo renal é constantemente exposta a niveis elevados de glicose, e
este fato resulta em muitas alteracdes estruturais e funcionais (FERREIRA et
al., 2011).

Dessa forma, ndo ha davida de que um tratamento com insulina de maneira
adequada é absolutamente necessario para se obter bons resultados no
tratamento do diabetes, no entanto, uma metodologia detalhada e bem
fundamentada € necessaria (PINHEIRO et al.,, 2011), visto que todas as
abordagens terapéuticas ainda ndo sao capazes de evitar as alteragbes do
diabetes induzidas nos tecidos.

No entanto, visando um controle glicémico mais eficaz, tem sido proposto o
tratamento com a insulina de forma intensiva e alguns autores tem observado
os efeitos adversos dessa utilizacdo (CLAIN; RAMAR; SURANI, 2015;
SCHIMMER, 2015; TIEMESSEN et al., 2011). A superinsulinizacdo pode levar
ao desenvolvimento de hipoglicemia, resisténcia a insulina (RI), aumento do

risco de doencgas cardiovasculares e ganho de peso corporal. Além disso, 0 uso
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de insulina injetada predispde a inflamacéo, aterosclerose, hipertenséao,
dislipidemia, insuficiéncia cardiaca (IC) e arritmias (BERGHE et al., 2001;
HERMAN et al., 2017; ISMAILOV; VODOVSKAY, 2018; PRYIA; KALRA, 2018).

Diante dessa questdo, alguns estudos tem buscado compreender os
efeitos de substancias antioxidantes, como a melatonina, frente as
complicagBes vasculares diabéticas, que sdo consequentes a exposicdo a
insulina, por se tratar de uma condicdo amplamente associada aos efeitos
deletérios da hiperglicemia sobre os rins e também outros 6rgdos, como 0

figado.

2.5. MELATONINA

2.5.1. Caracteristicas gerais e mecanismo de acao

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (MLT) é um horménio
pertencente a classe das indolaminas e sintetizado, principalmente, pela
glandula pineal (EGHBAL et al., 2016; REITER; TAN; GALANO, 2014). Nesta
glandula, que fica localizada no sistema nervoso central (SNC), existem células
intersticiais, semelhantes as células da glia e tipos celulares especializados, 0s
pinealdcitos, que s@o responsaveis pela sintese da melatonina e de outras
biomoléculas (MAGANHIN et al., 2008; HISSA et al., 2008; STEHLE et al.,
2011; TAMURA, 2008).

Nos vertebrados, como por exemplo em humanos, esse horménio esta
diretamente relacionado com a percepcao do ciclo de iluminagcdo ambiental,
uma vez que 0S seus niveis sdo minimos durante o dia (5-20 pg/mL) e
apresentam pico de producdo durante a noite, onde a concentragdo sanguinea
aumenta aproximadamente 10 vezes (80-150 pg/mL) (ARENDT; SKENE, 2005;
HIRIART et al., 2012; MAITRA; BAIDYA; KHANNA et al., 2013). Dessa forma, &
reconhecido como o agente endégeno da escuriddo, controlando o ritmo
circadiano e diversos outros processos celulares, neuroendoécrinos e
neurofisiolégicos, incluindo atividades imunomoduladoras, anti-apoptoticas,
oncostaticas, sobre a frequéncia cardiaca e processo inflamatorio
(AMBALDHAGE et al., 2016; AMIM; EL-MISSIRY; OTHAM, 2015; CARRILLO-
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VICO et al., 2004; HIRIART et al., 2012; MILLER et al., 2006; REITER; TAN;
FUENTES-BROTO, 2010).

O ritmo de producéo diario da MLT é basicamente controlado pela retina, ja
gue essa estrutura é responsavel pela percepcédo da luminosidade através de
fotorreceptores como o0s cones e o0s bastonetes. Com isso, 0s impulsos
nervosos percebidos por tais componentes sdo enviados aos nucleos
supraquiasmaticos (NSQ) e nucleo paraventricular do hipotdlamo (NPV),
através do eixo retino-hipotalamico, de onde seguem para os ganglios cervicais
superiores e a informacdo chega, finalmente, até a glandula pineal
(DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2009; HIRIART et al., 2012; MAHMOOD et
al., 2016).

A biossintese da MLT ocorre a partir do aminoacido triptofano e envolve,
principalmente, a atuacdo de 4 enzimas: triptofano-hidroxilase, 5-
hidroxitriptofano ~ descarboxilase, = N-acetiltransferase e  hidroxindol-O-
metiltransferase (GARCIA et al., 2014). Primeiramente, ocorre a hidroxilagdo do
triptofano pela enzima triptofano hidroxilase (TPH), formando o composto 5-
hidroxitriptofano  (5-HTP). Em seguida, a enzima 5-hidroxitriptofano
descarboxilase (5-HTPD) retira o grupo alfa-carboxil terminal do 5-HTP
convertendo-o em serotonina. Apds, ocorre uma reacdo catalisadora pela
enzima N-acetiltransferase (NAT) que faz a transferéncia do grupo acetil para a
serotonina a partir do acetil-CoA, resultando na formacéo da N-acetilserotonina
(NAS). E, por fim, chega a etapa de oximetilagdo, onde a enzima hidroxindol-O-
metiltransferase (HIOMT) catalisa a reacdo de conversdo do NAS em
melatonina (CARPENTIERI et al., 2012; CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005;
DUBOCOVICH, 2003; MACCHI, 2004; MARONDE et al., 2011; REITER; TAN;
FUENTES-BROTO, 2010). Vale salientar que a producao da enzima HIOMT,
ocorre exclusivamente no periodo de auséncia de luz, sendo considerada a
etapa limitante para a formacdo da MLT (MAGANHIN et al., 2008;
PEKELMANN et al., 2003; ZIELINSKA et al. 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Via metabdlica da sintese de melatonina. Fonte: Adaptado de Carpentieri et al. (2012).

Uma vez produzida na glandula pineal, a melatonina ndo é armazenada,
sendo entdo rapidamente liberada no liquido cefalorraquidiano e na corrente
sanguinea, onde é transportada aos tecidos-alvos e aos mais diversos
compartimentos celulares principalmente associada a albumina (70%), ou
também em sua forma livre (30%) (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014;
MAITRA; BAIDYA; KHANNA et al., 2013; TAKE, 2009; VIJAYALAXMI, 2004).
Apresentando baixo peso molecular e toxicidade, essa indolamina &
reconhecida como uma molécula anfifilica, devido a sua composicao estrutural,
que apresenta dois grupos funcionais, os residuos O-metil e N-acetil,
conferindo a esse composto, propriedade de difundir-se em meios hidro e
lipossolaveis (CARPENTIERI et al., 2012; SOUZA; MORAIS, 2016).

O tempo de vida médio da MLT circulante € de aproximadamente 30 a
50 minutos e para a metabolizacdo desse hormonio, sdo reconhecidas duas
vias principais, que ocorrem no cérebro e no figado (MANGAHIN et al., 2008;
MAITRA; BAIDYA; KHANNA et al., 2013). No tecido cerebral, a melatonina é
convertida aos metabdlitos Ni-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina (AMFK) e
N-acetil-5-metoxiquinuramina (AMK) (ALMEIDA et al., 2016; DUBOCOVICH et
al., 2010; ZLOTOS et al., 2014). J4 a cascata metabdlica que ocorre no tecido
hepatico, considerada a via classica, envolve a agédo de enzimas do citocromo
P450, que atravées de hidroxilagdo, formam a 6-hidroximelatonina.
Posteriormente, este composto é conjugado a sulfatos ou glucoronidas,

formando o metabdlito 6-sulfatoximelatonina, que por fim, é excretado na urina
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e reflete diretamente os niveis da melatonina produzida pela pineal (CIPOLLA-
NETO; AFACHE, 2008; DUBOCOVICH et al., 2010; MA et al., 2008;
SLOMINSKI et al., 2012).

Apés a sua descoberta na década de 50 (LERNER et al., 1958) e
durante muitos anos, acreditou-se que a producdo desse hormdnio era
exclusivamente realizada pela glandula pineal. No entanto, estudos posteriores
observaram, em mamiferos, a presenca de enzimas relacionadas a sintese da
MLT em locais fora da pineal, como na retina e cerebelo. A partir disso, foi
observado que diversos outros tecidos apresentam sintese préopria do
neurohormonio, e que nesses locais, a producdo ocorre de forma independente
ao ritmo circadiano e é de grande importancia para a¢do autocrina e paracina,
atuando, por exemplo, contra a inflamacéo e danos oxidativos (HARDELAND,
2017; MAGANHIN et al., 2008).

A MLT exerce seus diversos efeitos biologicos de forma direta, como ja
mencionado, ou por interagdo com receptores de membrana. Atualmente, sao
conhecidos dois sitios de ligacdo para este horménio, denominados MT1 e
MT2, que séo receptores de alta afinidade acoplados a proteina G (GPCR)
(DUBOCOVICH, 1999; EMET et al., 2016; ZLOTOS et al., 2013).

Os dois subtipos de receptores podem ser encontrados em 0Orgaos
centrais e periféricos. Sendo assim, o MT1 é normalmente expresso no
cérebro, figado, rim, 6rgaos reprodutores, células do sistema imune, pancreas
e sistema cardiovascular (FAVERO et al., 2017; GONZALEZ-ARTO et al.,
2017). Enquanto o subtipo MT2 é encontrado no SNC, hipotalamo, retina,
vasos sanguineos, rim, trato gastrointestinal, adipécitos e pele (FAVERO et al.,
2017; SLOMININSK et al., 2012).

Além dos receptores supracitados, a indolamina também parece capaz
de interagir com um terceiro sitio de ligacdo, o MT3. Por se tratar de um
receptor de baixa afinidade a proteina G, pertence a familia das enzimas
redutases e é denominada como quinona redutase 2 (QR2). Apesar de nao ter
sido encontrado em humanos, o MT3 & bem expresso no figado, rins, coragéo,
tecido adiposo e cérebro de hamsters, estando envolvido no processo de
detoxificacdo (EMET et al., 2016; FAVERO et al., 2017).
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A interacdo da melatonina com esses receptores de membrana
desencadeia vias de sinalizacdes diferentes dependendo do tecido alvo.
Estudos in vitro demonstram que, por exemplo, em células B pancreaticas, a
ligacdo com receptores MT1 leva a ativacdo da proteina G inibitéria (Gi),
resultando na reducao da atividade da adenil-cicalse e queda na produacao de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), diminuindo a secrecdo de insulina
(PESCHKE et al., 2000). No entanto, quando ligada aos receptores MT2, inibe
a via da guanosina monofosfato ciclico (GMPc), que também reduz a sintese
de insulina (PESCHKE, 2008; STUMPF et al., 2008). Em contrapartida, através
de uma terceira via de sinalizacdo, envolvendo proteina Gq, fosfolipase C e
inositol trifosfato (IP3), ocorre mobilizagdo dos estoques intracelulares de calcio
e resulta em um aumento da liberacdo insulinica (BACH et al., 2005;
PESCHKE; BACH; MUHLBAUER, 2006). Dessa forma, é possivel evidenciar a
influéncia da melatonina no metabolismo da glicose, proteinas e lipideos, que
sao totalmente modificados no quadro diabético.

2.5.2. Capacidade antioxidante da melatonina e complicacfes diabéticas

A melatonina € apontada como 0 mais potente antioxidante natural
capaz de proteger os sistemas biol6gicos contra as injarias causadas pelo
estresse oxidativo (CHABRA et al., 2014; HE et al., 2018; REITER et al., 2016).

Diversos estudos demonstram que essa indolamina apresenta
capacidade citoprotetora em diferentes niveis, atuando diretamente nos
compartimentos celulares e protegendo a integridade da membrana,
citoplasma, nudcleo, proteinas, fungdo e o genoma mitocondrial (REITER et al.,
2000, 2009; SIRINIVASAN et al., 2011).

A melatonina parece exercer acdo antioxidante por vias distintas, onde é
relatada a sua atuacdo direta e indireta. De maneira direta, é efetiva na
neutralizacdo de EROS, bem como das espécies reativas de nitrogénio
(ERNS), reduzindo a formacdo de hidroxilas, peroxilas, peroxinitritos e oxido
nitrico (ON), respectivamente (GILAD et al., 1997; GALANO, 2011; LOREN et
al., 2017; TAN et al., 1993). Com isso, acredita-se que a eficiéncia direta desse

neurohormoénio seja devido a sua composi¢cao quimica, que apresenta um anel

50



aromatico e confere capacidade doadora de elétrons a esta molécula (SOUZA;
MORAIS, 2016; TAN et al., 2002).

Na forma indireta, a melatonina desempenha sua funcdo contra 0s
radicais livres por estimular a atividade de enzimas antioxidantes como a
glutationa peroxidase, glutationa redutase, catalase (CAT) e a superoxido
desmutase (SOD) (DING et al., 2014; FOUAD, 2015; PANDI-PERUMAL et al.,
2013; RODRIGUEZ et al., 2004). Além disso, a interacdo da MLT com as
EROS ou ERNS formam 3 metabdlitos distintos: 3-hidroximelatonina ciclica
(30HM), AMFK e AMK. Participando da chamada cascata de sinalizacao
antioxidante, esses compostos também apresentam ampla capacidade de
capturar radicais livres, pois € possivel, que nessa cascata, sejam
neutralizados até 10 tipos diferentes de radicais, caracteristica ndo observada
em outros antioxidantes classicos como vitamina C, E e GSH, que sao
eficientes em desintoxicar apenas uma molécula oxidante (GALANO et al.,
2015; GALANO; TAN; REITER, 2018; REINA; MARTINEZ, 2017; REITER et
al., 2007, 2016; TAN et al., 2015).

Devido a tais caracteristicas, diversos estudos tem buscado
compreender a relacdo entre a melatonina e as complicacdes diabéticas. Com
iISso, Loo et al. (2017) demonstraram, em modelo experimental de DMT2, que a
atuacdo da melatonina em diferentes doses (10, 20 e 50 mg/kg), durante 6
semanas, reduziu os niveis hepaticos de Malonaldeido (MDA), colesterol e
triglicerideos, além de estimular a SOD. J& Sekkin et al. (2015), verificaram em
roedores com DMT1 induzido por STZ, que melatonina foi eficiente em reduzir
os niveis do MDA no figado, rim e cérebro desses animais, porém, sem
observar diferencas no tecido pancreatico.

Outras pesquisas relatam os efeitos da melatonina na homeostase da
glicose, entretanto, dados controversos podem ser observados. Aksoy et al.
(2003), Korkmaz et al. (2012) e Kose et al. (2016) relataram valores
hiperglicémicos mais baixos, em animais diabéticos apds tratamento com
melatonina durante 8, 6 e 2 semanas, respectivamente, enquanto que Vural et
al. (2001) e Guven et al. (2006) n&do observam eficiéncia da melatonina sobre a

hiperglicemia em ratos.
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Com o intuito de melhorar o controle das alteracbes metabolicas do
diabetes no tecido adiposo e sistema reprodutor masculino, Oliveira et al.
(2018) observaram que a associacdo melatonina e insulina em ratos induzidos
ao diabetes no periodo neonatal, leva a um melhor controle glicémico e tem
efeito benéfico sobre o eixo hipotalamo-hipofise gonadal desses animais.

No entanto, estudos sobre os efeitos de tal associacdo sobre a
histofisiologia renal e hepatica em animais diabéticos ndo sdo encontrados,
fazendo-se necessario maiores investigacoes a fim de elucidar os possiveis
mecanismos e relacdes existentes entre melatonina e insulina como opcao
terapéutica para a nefropatia diabética e suas consequentes alteracfes
metabolicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a influéncia da melatonina associada a insulina sobre a

fisiopatologia renal, controle metabdlico, perfil inflamatorio e estresse oxidativo

em ratos induzidos a nefropatia diabética experimental.

3.2. Especificos

Avaliar o perfil lipidico e glicémico em ratos induzidos ao diabetes e
tratados com insulina e melatonina;
Avaliar a func@o renal e hepatica em ratos induzidos ao diabetes e
tratados com insulina e melatonina;
Quantificar o consumo hidrico, alimentar e a diurese, assim como a
albumindria, proteinudria, glicosuria e creatinina urinaria em ratos
induzidos ao diabetes e tratados com insulina e melatonina;

Estimar a taxa de filtracdo glomerular através do Clearance de
creatinina;
Analisar a pressao arterial sistélica em ratos induzidos ratos induzidos
ao diabetes e tratados com insulina e melatonina;
Analisar a histomorfometria e histoquimica dos rins e figado dos ratos
diabéticos e tratados com melatonina e insulina;

Avaliar os marcadores de inflamacédo para IL-6 e TNF-a no figado de
ratos induzidos ao diabetes e tratados com insulina e melatonina;

Mensurar as concentracdes renais e hepaticas do MDA e GSH,;
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RESUMO

Obijetivo: Avaliou-se o efeito da administracdo associada entre melatonina e insulina
sobre a histofisiologia, histoquimica, funcdo renal (glicose, albumina, proteina,
creatinina e ureia), além do estresse oxidativo (TBARS e GSH) em ratos com ND.
Material e métodos: 50 ratos albinos, com 60 dias de idade, foram divididos em 5
grupos: GC: ratos controle; GD: ratos diabéticos; GDM: ratos diabéticos tratados com
melatonina; GDI: ratos diabéticos tratados com insulina; GDMI: ratos diabéticos
tratados com melatonina e insulina. O diabetes foi induzido por adminstragdo
intraperitoneal de estreptozotocina. A melatonina foi administrada via dgua de beber
(10mg/kg), enquanto a insulina (5U/dia), por injecBes subcutaneas, ambos durante 30
dias.

Principais resultados: Os resultados mostraram que 0s animais diabéticos apresentaram
altos valores glicémicos e hemoglobina glicada, perda de peso, lesdes glomerulares e
tubulares, acompanhadas do excesso de granulos de glicogénio e fibras colagenas no
tecido renal. Além disso, na analise bioquimica, observou-se aumento acentuado nas
concentragOes de ureia e creatinina séricas, hiperfiltracdo e posterior reducdo na funcéao
renal. Contudo, o tratamento associativo com melatonina e insulina reverteu as
alteracdes histopatologicas, protegeu a funcionalidade renal dos animais diabéticos e
normalizou os niveis da peroxidacéo lipidica, assim como aumentou os valores do GSH.
Da mesma maneira, levou a melhora nas alteragdes metabdlicas, excre¢Bes urinarias de
glicose, proteina e albumina, assim como reduziu o acimulo de glicogénio e colageno
renal.

Significancia: A combinacdo de melatonina e insulina foi eficiente na reversdao da
injaria renal provocada pela nefropatia consequente do diabetes, tornando-se uma
possivel opcdo terapéutica para as alteracfes metabodlicas e fisiologicas decorrentes
dessa patologia.

Palavras-chave: nefropatia diabética, melatonina, insulina, metabolismo, ratos,

bioquimica
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ABSTRACT

Aim: The effect of melatonin and insulin on histophysiology, histochemistry, renal
function (glucose, albumin, protein, creatinine and urea), and oxidative stress (TBARS
and GSH) in diabetic rats were evaluated.

Main methods: 50 albino rats were divided into 5 groups: GC: control rats; GD: diabetic
rats; GDM: diabetic rats treated with melatonin; GDI: insulin-treated diabetic rats;
GDMI: diabetic rats treated with melatonin and insulin. Diabetes was induced by
intraperitoneal administration of streptozotocin. Melatonin was administered via
drinking water (10mg/kg) and insulin (5U/day) by subcutaneous injections, both for 30
days.

Key findings: The results showed that diabetic animals presented high glycemic values
and glycated hemoglobin, weight loss, glomerular and tubular lesions, accompanied by
excess glycogen granules and collagen fibers in renal tissue. In addition, a marked
increase in serum urea and creatinine concentrations, hyperfiltration, and subsequent
reduction in renal function were observed in the biochemical analysis. However,
associative treatment with melatonin and insulin reversed histopathological changes,
protected renal function in diabetic animals and normalized levels of lipid peroxidation,
as well as increased GSH values. In the same way, it led to improvement in metabolic
changes, urinary excretions of glucose, protein and albumin, as well as reduced
accumulation of glycogen and renal collagen.

Significance: The combination of melatonin and insulin was effective in protecting
against kidney injury caused by diabetic nephropathy, making it a possible therapeutic

option for the metabolic and physiological changes resulting from this pathology.

Key words: diabetic nephropathy, melatonin, insulin, metabolism, rats, biochemistry

Introducéo

A nefropatia diabética (ND) constitui uma das complica¢cdes microvasculares
mais graves decorrentes do diabetes mellitus (DM) [1,2]. Sendo considerada a principal

causa de indicacdo para didlise e transplante (estagio terminal da doenca) e de
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insuficiéncia renal cronica (IRC), afeta cerca de 30-50% dos portadores de
hiperglicemia cronica [3].

Associada principalmente ao controle glicémico inadequado, a ND €
acompanhada de diversas alteracdes fisiologicas, como aumento do estresse oxidativo,
disfuncdo glomerular, aumento nas excre¢fes urinérias de albumina e proteinas, bem
como perda progressiva da filtracdo glomerular [4]. A estrutura renal também sofre
modificagdes diretas, caracterizadas principalmente pela esclerose do glomérulo,
aumento de matriz extracelular e membrana basal, além de proliferacdo mesangial e
fibrose intersticial [5,6,7].

Muitas das alteracfes metabdlicas causadas pela hiperglicemia produzem
estresse oxidativo devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS), gerados
principalmente durante a auto-oxidacdo da glicose e em diferentes reacGes oxidativas
que acompanham a glicacdo de proteinas, lipidios e acidos nucléicos, levando a danos
diretos no DNA, membrana e a morte celular [8,9]. Além disso, no diabetes, ocorre
reducdo da acdo dos sistemas de defesa antioxidantes [8,10] e baixos niveis de
melatonina parecem estar relacionados a esta condi¢do [11,12].

Visando reduzir as alteracOes fisioldgicas e os danos teciduais causados pelo
estresse oxidativo, diversos estudos tém utilizado a administragdo exogena de
substancias antioxidantes, sendo possivel associa-las a tratamentos convencionais para o
diabetes [13,14,15]. A melatonina, uma delas, é uma indolamina sintetizada
principalmente pela glandula pineal, destacando-se devido a sua capacidade de
neutralizar radicais livres, além de regular a atividade de enzimas antioxidantes como a
superdxido dismutase e as glutationas [16,17,18].

Dentre as abordagens terapéuticas para a o diabetes e a ND, o maior interesse é
um controle glicémico apropriado, dessa forma, para diabéticos tipo 1, a administracédo
de insulina torna-se indispensavel para tentar evitar as complicacbes microvasculares
futuras [19,20]. Sendo assim, uma vez que 0 estresse oxidativo é uma condi¢do bem
estabelecida na nefropatia diabética e que a melatonina é um potente antioxidante, o
presente trabalho testou a hipdtese de que a administracdo associada de melatonina e
insulina poderia ser uma opcao terapéutica capaz de reduzir as alteracdes metabdlicas,

fisiopatoldgicas e o estresse oxidativo em ratos diabéticos.
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Material e métodos
Grupos experimentais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Histologia do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) e no Laboratorio de Farmacologia e Fisiologia Renal (LFFR) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Foram utilizados 50 ratos albinos (Rattus
norvegicus albinus), pesando entre 220 e 250g, da linhagem Wistar, procedentes do
Biotério do DMFA da UFRPE. Os animais foram mantidos em gaiolas adequadas, com
alimentacdo e agua “ad libitum”, temperatura de 22+2°C e iluminacdo artificial que
estabeleceu um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, tendo como periodo
luminoso de 6:00 as 18:00h. Os machos foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes
grupos, com dez animais cada: GC: ratos sem inducédo ao diabetes (Controle); GD: ratos
induzidos ao diabetes; GDM: ratos induzidos ao diabetes e tratados com melatonina
(10mg/kg/dia); GDI: ratos induzidos ao diabetes e tratados com insulina (5U/dia);
GDMI: ratos induzidos ao diabetes e tratados com insulina (5U/dia) e melatonina
(10mg/kg/dia). O projeto foi submetido ao comité de ética institucional e aprovado com
licenga n°128/2016.

Inducéo ao diabetes

Os animais foram submetidos a inducdo do diabetes pela administracdo
intraperitoneal (i.p.) de solucdo de estreptozotocina (STZ) (Sigma-Aldrich, Chemical
Co, USA), apds jejum alimentar (14 horas). A STZ foi dissolvida em tampdo citrato de
sodio a 10 mM e pH 4,5, na dose Unica de 50 mg/kg de peso do animal [21]. Os animais
ndo diabéticos (grupo controle) receberam doses equivalentes de solucdo salina e
decorridos 30 minutos da administracdo todos os animais foram alimentados
normalmente [22]. A confirmacdo da hiperglicemia foi realizada 7 dias apds a
administragdo, com o auxilio de um glicosimetro (Glicosimetro Kit Accu-Chek
Performa). Foram incluidos no estudo apenas os animais dos grupos GD, GDM, GDI e

GDMI que apresentaram glicose sanguinea de jejum acima de 200 mg/dL [23].

Tratamento com melatonina e insulina

A administracdo da melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizada
através da agua de beber, sempre no inicio da noite (18:00h). A melatonina foi
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dissolvida em etanol (0,02 mL) e diluida em solucéo salina, na dosagem de 10mg/kg de
peso corporal animal [24]. Apds a preparacéo, as garrafas foram protegidas da luz com
auxilio de papel aluminio e disponibilizadas aos animais [25] dos grupos GDM e
GDMI.

A insulina (Humulin N U-100 NPH® Lilly) foi administrada por via subcutanea,
na dose de 5 U/dia, sendo duas unidades as 10h e trés unidades as 19h [26]. A
insulinoterapia foi realizada nos animais dos grupos GDI e GDMI. Todos o0s
tratamentos foram realizados durante 30 dias e as analises ocorreram nos momentos

Basal (antes da inducgéo), 0 (confirmacao do diabetes), 15 e 30 dias das administracdes.

Glicemia, Coletas sanguineas e avaliacdo bioguimica

A glicemia dos animais foi monitorada durante o periodo experimental, utilizando
glicosimetro Accu Check e o sangue coletado por meio de contencdo mecénica, através
da puncéo da veia caudal lateral e uso de cateter intravenoso (24G), com 0s movimentos
dos animais restritos [27]. O material foi centrifugado sob refrigeracdo (4°C, 3000 rpm,
10 minutos) [28] e o sobrenadante acondicionado em microtubos e armazenados em
freezer a —80 °C. Utilizou-se kits da Labtest®, para as dosagens de Ureia e Creatinina.
Todas as amostras foram analisadas em triplicata em analisador bioquimico (BioPlus
200).

Analise dos parametros metabolicos

Nos momenstos Basal, 0, 15 e 30 dias experimentais, 0s animais foram pesados
e acomodados em gaiolas metabdlicas individuais, também recebendo as administracdes
de insulina e melatonina, para avaliacdo da ingesta liquida, sélida e diurese durante 24
horas. Foi oferecida uma quantidade padronizada de 50 g de racdo e 250 mL de agua
para cada animal [30]. Posteriormente, os machos foram pesados e mensuradas a

quantidade de racdo, agua e o volume urinario.

Determinacéo da pressao arterial sistdlica e frequéncia cardiaca

O acompanhamento da pressdo arterial sistélica (PASis) e da frequéncia cardiaca
(FC) foi feito através de método ndo invasivo, com o uso de pletismografia de cauda. Os

ratos tiveram um manguito acoplado na base da cauda e a anélise dos sinais foi através

75



de software BpMonWin (IITTC Life Science, Inc., CA, USA) [29]. Os valores foram

expressos em milimetros de mercurio (mmHg) e batimentos por minuto (bpm).

Analise quimica da urina

As amostras de urina foram centrifugadas (temperatura ambiente, 3.000 rpm, 10
minutos) e analisadas nos seguintes parametros: Densidade, Ph, Leucdécitos,
Hemoglobina, Nitritos, Corpos Cetbnicos, Bilirrubina, Urobilinogénio, Proteinas e
Glicose, por meio de fitas reativas comerciais (Urinalise UriAction 10 - Labtest), nos
momentos referidos. A quantificacdo das excrecdes urinarias de creatinina, albumina,
proteina e glicose foi realizada através de kits Labtest®. O célculo do clearance de
creatinina (CICr) foi através da formula: CICr = creatinina urinéria (mg/dL) x fluxo

urinario/creatinina sérica (mg/dL) [31].

indice organossomatico renal

Os animais foram submetidos aos procedimentos de eutanasia apds o periodo
experimental, sendo anestesiados com hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina
(6mg/kg), por via intramuscular, associado a 100mg/kg de tiopental (i.p.). Os rins foram
removidos, pesados e o indice organossomatico renal (IOR) calculado pela razéo entre o

peso dos rins e 0 peso corporeo de cada animal [32], como representado na figura

abaixo:
Onde:
. » 0= PO x100
I0: Indice organossomatico (%); PC
PO: Peso do orgao (g);

PC: Peso corporal (9).

Histopatologia, histoquimica e morfometria dos rins

Os rins foram fixados em formol 10% tamponado por 24 horas, os fragmentos
processados para inclusdo em parafina e os cortes (5um) submetidos a coloracéo pela
Hematoxilina-Eosina (H.E.), Acido Periddico de Schiff (PAS) (Glicogénio) e Sirius red
(Colageno). Para a analise morfomeétrica, foram utilizadas cinco laminas de cada grupo.
A captura das imagens foi realizada com o auxilio de um Microscépio Leica DM 500

acoplado com camera e software LAS EZ 4.3. A morfometria foi feita através do
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programa imageJ e foram analisados o didmetro e &rea corpuscular, area do tufo

glomerular e subcapsular, sendo os resultados expressos em micrémetros (um) [33].
Estresse oxidativo tecidual

O estresse oxidativo foi estimado pela avaliacdo da peroxidacéo lipidica e niveis
de glutationa reduzida (GSH) nos rins dos animais. O tecido foi macerado em solugéo
de KCI 150 mM e 3 mM 4&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (1g de tecido: 5ml). A
peroxidacdo lipidica foi avaliada pelo método de Ohkawa et al. [34], para medicdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico no homogenato (TBARS), tendo a curva
padrdo desenhada utilizando 1,1,3,3-tetraetoxi-propano (TEP) e a absorbancia da fase
orgénica foi mensurada a 535 nm. Enquanto isso, os niveis de GSH foram avaliados
através da quantificacdo de grupos sulfidrilas ndo proteicos [35] no sobrenadante das
amostras, que foram submetidas a precipitacdo de proteinas pela adi¢cdo de acido
tricloroacético (TCA). A L-cisteina foi utilizada para construir a curva padrdo do GSH e
absorbancia foi mensurada a 412 nm. Os niveis de malonaldeido e GSH foram

corrigidos para o teor de proteina, medido pelo método de Folin-fenol [36,37].

Andlise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada pelo programa computacional GraphPad
Prism 5, onde os dados foram avaliados por meio de testes paramétricos de ANOVA

One-way com post-hoc de Tukey (P<0,05).
Resultados

Valores glicémicos e hemoglobina glicada

Os animais de todos os grupos ndo apresentaram diferencas significativas na
glicose sanguinea no momento Basal. No dia 0, todos o0s animais, exceto os do grupo
controle, apresentaram elevagdo significativa na glicemia. Passados 15 e 30 dias
experimentais, evidenciou-se que apenas 0s animais administrados com insulina de
maneira isolada ou associada com a melatonina apresentaram niveis glicémicos
semelhantes aos animais do grupo controle. O tratamento com melatonina néo interferiu
na glicemia aos 15 dias, sendo similar ao grupo diabético e diferindo dos demais
grupos. Ja aos 30 dias observamos ainda neste grupo, valores glicémicos menores em

relagdo ao grupo diabético, porém com valores elevados aos demais grupos
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experimentais (Tabela 1). O mesmo comportamento descrito foi evidenciado para as
concentracdes de hemoglobina glicada (Figura 1).

Analise do peso corporal e parametros metabolicos

N&o foram observadas diferencas significativas em relacdo ao peso corporal no
momento basal. No periodo O verificou-se reducdo do peso corporal em todos os
animais diabéticos. Aos 15 dias apenas os animais dos grupos insulina e melatonina
associada a insulina apresentaram pesos similares aos animais do grupo controle. N&o
houve diferenca significativa entre o peso dos animais dos grupos diabético e tratado
com melatonina, que apresentaram 0s menores valores. Aos 30 dias o animais dos
grupos insulina e melatonina associada a insulina mantiveram os pesos semelhantes ao
controle. Entretanto, nos animais do grupo melatonina houve um aumento significativo
do peso em relacdo aos animais diabéticos, porém com valores abaixo dos demais
grupos (Fig. 2A).

Com relacéo aos parametros metabolicos (ingestao alimentar, hidrica e excre¢édo
urinaria), no periodo basal ndo houve diferenca estatistica entre os animais dos grupos
experimentais. No periodo 0 houve um aumento significativo desses parametros nos
animais diabéticos em relacdo aos do controle. Com relagdo ao consumo alimentar, aos
15 e 30 dias houve maior consumo nos animais do grupo diabético sem tratamento,
porém apenas 0s animais dos grupos melatonina associado a insulina (15 e 30 dias) e
insulina (30 dias) apresentaram valores semelhantes aos animais do grupo controle. O
consumo hidrico e o volume urinario tiveram 0 mesmo comportamento, ou Seja,
aumento nos animais diabéticos sem tratamento e valores semelhantes aos animais do
grupo controle aos 15 e 30 dias, nos animais dos grupos insulina associada ou ndo a
melatonina. Porém, nos animais tratados apenas com melatonina o consumo hidrico e
volume urinario apresentaram valores menores que os do grupo diabético, contudo
maiores que 0s demais grupos, exceto para o volume urinario aos 15 dias (Fig. 2B, 2C e
2D).

Pressao arterial sistolica e frequéncia cardiaca

A avaliagdo dos niveis pressoricos e da frequéncia cardiaca ndo revelou

diferenca significativa nos animais dos grupos experimentais aos momentos Basal, O e
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15 dias, respectivamente. Por outro lado, ao final do periodo experimental, foi
evidenciado aumento desses parametros nos animais diabéticos tratados com insulina
(GDI) durante 30 dias, diferindo significativamente em relacdo aos demais grupos
estudados (Tabelas 2, 3 e 4).

Anélise da funcéo renal, excrecdes urinérias e urinalise

As excrecOes urinérias de proteina, albumina, glicose, creatinina e uréia e o CICr
ndo apresentaram diferencas significativas no momento basal, porém no 0 dia houve
aumento significativo nas concentracbes em relacdo aos animais do grupo controle
(Tabela 2). Aos 15 dias os animais dos grupos insulina e melatonina associada a
insulina apresentaram valores menores de glicose em relacdo aos animais dos grupos
diabético sem tratamento e tratados com melatonina, que ndo diferiram entre si. J& as
concentracdes de proteina e albumina apresentaram comportamentos similares, ou seja,
0s animais dos grupos insulina associada ou ndo a melatonina tiveram valores
semelhantes as observadas nos animais do grupo controle. As analises do CICr e das
concentrag0es de creatinina e ureia mostraram aumento significativo nos animais
diabéticos sem tratamento e nos animais tratados com melatonina em relacdo aos
animais dos demais grupos experimentais. Entretanto, apenas 0s animais dos grupos
insulina associada ou ndo a melatonina apresentaram valores semelhantes ao grupo
controle (Tabela 3). Aos 30 dias todos os animais dos grupos diabéticos e tratados
apresentaram valores menores de glicose, proteina e albumina em relacdo aos animais
diabéticos sem tratamento, porém apenas os animais dos grupos insulina associada ou
ndo a melatonina apresentaram valores semelhantes aos animais do grupo controle. O
Clcr foi menor nos animais do grupo diabético sem tratamento em relacdo aos demais
grupos. Os animais do grupo tratado com melatonina apresentaram 0s maiores valores,
enguanto que os animais dos grupos insulina associada ou ndo a melatonina mostraram
valores semelhantes aos animais do grupo controle. Para as concentracGes de creatinina
e ureia as maiores concentracfes foram evidenciadas nos animais do grupo diabético
sem tratamento, j& os animais dos grupos diabéticos e tratados apresentaram valores
semelhantes aos animais do grupo controle (Tabela 4).

Os parametros avaliados na urindlise ndo apresentam alteracdes no momento
basal. No dia 0, observou-se a presenca de glicose, reducdo do pH e da densidade na
urina de todos os animais diabéticos independente do tratamento (Tabela 5). Aos 15
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dias, houve presenca de sangue e proteina na urina dos ratos diabéticos sem tratamento,
enguanto que nos animais tratados com insulina e a associa¢do desta com a melatonina
observou-se reducdo na glicosuria e os valores do pH idénticos aos animais do grupo
controle (Tabela 6). No fim do periodo experimental (30 dias) foi constatada a presenca
de bilirrubina e corpos cetdnicos, os maiores valores de sangue, proteinas e glicose,
enquanto que o pH e a densidade continuaram baixos nos animais diabéticos sem
tratamento. O tratamento com a melatonina reduziu a glicose. A combinacdo das
terapias e a insulina isolada reverteram as disfungdes urinarias dos animais diabéticos
sem tratamento, levando a pardmetros presentes nos animais controles, com excecao da

pequena presenca de glicose (Tabela 7).

Analise histomorfométrica dos rins e indice organossomatico (IOR)

Houve aumento acentuado no didmetro, area corpuscular e area subcapsular nos
rins dos animais diabéticos. Os tratamentos com a melatonina, insulina e a combinacao
destes, levaram a uma normalizacdo dessas caracteristicas, com similaridade ao grupo
controle, principalmente neste Gltimo. No entanto, a area do tufo glomerular ndo foi
significativamente alterada (Tabela 8). O IOR apresentou valor elevado nos animais do
GD. Por outro lado, os animais dos grupos GDI e GDMI normalizaram essa alteracao,
sendo similares ao GC. O I0OR do grupo GDM apresentou similaridade ao GC e GD
(Tabela 8).

Analise histopatoldgica dos rins

Os rins dos animais do grupo controle apresentam-se bem preservados, com
glomérulos, tubulos contorcidos proximais e distais bem definidos (Fig. 3A). Nos rins
dos animais diabéticos sem tratamento foi evidenciado atrofia glomerular,
glomerulonefrite membranoproliferativa, e segmentacdo glomerular. As modifica¢tes
tubulares foram caracterizadas por vacuolos irregulares, degeneragdo hidropica, intensa
necrose multifocal (Fig. 3B e 3C), desorganizacdo do epitélio tubular e debris celulares,
(Fig. 3C). Também foram observados vasos sanguineos congestos e infiltrados
inflamatdrios (Fig. 3D). As lesGes descritas foram aparentemente reduzidas apos
tratamento com melatonina (Fig. 3E), insulina (Fig. 3F) e principalmente apos a
associacéo destes (Figs. 3G e 3H).
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Avaliacao histoquimica dos rins

A concentragdo de glicogénio na regido cortical dos rins dos animais diabéticos
foi a mais elevada, diferindo dos demais grupos experimentais. O tratamento com
melatonina reduziu significativamente o teor de glicogénio em relagdo ao grupo
diabético. No entanto, apenas as administracdes de insulina associada ou ndo a
melatonina foram semelhantes as concentragdes do grupo controle. Na regido medular
ndo foi evidenciada alteracfes significativas (Fig. 4A). A avaliacdo do colageno renal
também apresentou aumento acentuado na regido cortical dos rins dos animais
diabéticos sem tratamento, porém, a melatonina de maneira isolada ou associada a
insulina mostrou-se mais efetiva por reduzir significativamente, levando a padrdo
semelhante ao observado no grupo controle. O tratamento com insulina isolada reduziu
o colageno, diferindo estatisticamente do grupo diabético, mas sem semelhanca aos
demais grupos (Fig. 4B). Também ndo foram observadas alteracbes significativas na

regido medular.

Estresse oxidativo renal

Avaliando as concentragdes renais dos niveis da peroxidacao lipidica através do
TBARS, observou-se um aumento significativo nos animais diabéticos sem tratamento e
diabético tratado com insulina em comparacdo aos demais grupos experimentais. Os
tratamentos com melatonina associada ou ndo a insulina mostraram niveis semelhantes
aos dos animais do grupo controle (Fig.5A). J& 0 GSH, apresentou comportamento
contrario, com valores reduzidos no grupo diabético sem tratamento e tratado com
insulina, diferenciando-se dos demais grupos experimentais, que tiveram valores
elevados, porém os tratamentos com melatonina associada ou nao a insulina mostraram

niveis semelhantes aos dos animais do grupo controle (Fig. 5B).

Discussao

No nosso experimento a associacdo entre melatonina e insulina, ou este ultimo
de maneira isolada, recuperou as concentracfes sanguineas de glicose e hbAlc para 0s
valores normais. Esse resultado se d& pela reposi¢do de insulina nos animais, ja que a
STZ lesiona diretamente as células beta pancreéticas, tornando sua producdo muito

reduzida ou insuficiente elevando a glicemia [38,39]. No entanto, o tratamento apenas
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com melatonina reduziu a glicemia e as concentra¢des de hbAlc quando comparado ao
grupo diabético. Esses achados comprovam que a melatonina influencia o metabolismo
dos carboidratos, reduzindo a hiperglicemia [40,41] e a glicosilacdo da hemoglobina
[42,43], diminuindo a glicacdo enzimatica [44].

AlteracGes metabdlicas como perda de peso, polifagia, polidpsia e polilria séo
comumente observadas nos animais diabéticos [30, 45, 46]. Neste estudo, o tratamento
com melatonina reduziu significativamente a ingestao hidrica, solida, o volume urinario
e limitou o ganho de peso. Montano et al. [47] relataram que a administracdo de
melatonina (5mg/kg) reduz a quantidade de ragdo ingerida, sem alterar o peso corporal
em animais sadios, enquanto que nos animais diabéticos, ocorre apenas redugdo no
tempo total de ingestdo liquida e aumento na massa fecal. J& Bibak et al. [48]
demonstram a capacidade da melatonina em reduzir o consumo alimentar e hidrico nos
animais diabéticos, apos tratamento em diferentes concentragfes (2,5, 5 e 20 mg/kg)
durante 2 semanas. Sabe-se que essa indolamina apresenta atividade regulatéria no
centro de sede e saciedade, localizado no hipotalamo [49], o que poderia explicar nossos
resultados. Além disso, a grelina, horménio produzido pelo estdmago e responsavel por
estimular o apetite em humanos e roedores [50] encontra-se aumentada em ratos
diabéticos [51] e alguns estudos tem apontado o papel inibitério da melatonina na
secrecdo desse horménio [52], a0 mesmo tempo em que também parece regular a
leptina, 0 ganho de peso e a deposicdo de gordura corporal [53,54]. Paralelamente, a
reposicdo da insulina, seja associada ou ndao a melatonina, normalizou as alteragdes
metabdlicas por controlar de maneira eficiente a glicemia, restaurando o anabolismo
proteico e 0 ganho de peso corporal [55].

A nefropatia diabética é diagnosticada pelo aumento das excrecdes urinarias de
proteina e albumina, dos niveis séricos de ureia e creatinina, com aumento seguido da
reducdo progressiva na taxa de filtracdo glomerular e consequente perda da fungéo renal
[5, 56]. Todas essas alteragfes foram encontradas no nosso experimento, acompanhadas
de glicosuria e confirmadas pelas avaliagdes histomorfométricas e histoquimicas. Os
tratamentos associados ou ndo, reverteram as alteracGes nas excre¢Bes urinarias, com
excecdo dos animais GDM, onde houve atenuacdo nesses parametros. A atuagédo
positiva da melatonina sobre as modificagdes na fisiologia renal tem sido relatada por
diversos autores, seja no quadro diabético ou na sindrome metabdlica, restaurando a
funcdo renal de animais diabéticos através da reducdo nos niveis de ureia, creatina e
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acido drico circulantes, assim como é capaz de melhorar a funcdo renal em ratos
hipertensos, diminuindo significativamente a proteindria e favorecendo o clearance de
creatinina [57,58,59,60]. Entretanto os mecanismos pelos quais a melatonina pode
regular a funcionalidade renal ainda nao séo totalmente esclarecidos, porém, a presenca
de receptores para 0 horménio em estruturas como membrana basolateral e tabulo
proximal, sugerem sua influéncia nesse 6rgdo [61,62], ou ainda, acredita-se que a
melatonina pode regular a taxa de filtragdo glomerular influenciando a vasopressina e
retardando o dano tecidual [63,64]. Ja a insulinoterapia, segundo Malatiali et al. [65] e
Okamoto et al. [66] reduz a proteindria, glicosdria e hiperfiltracdo nos animais
diabéticos, assim como observado no nosso experimento, confirmando a importancia de
um controle glicémico adequado a fim de evitar alteragdes na estrutura renal.

O aumento nas fibras colagenas e glicogénio também sdo anormalidades
observadas nos rins de pacientes e no modelo experimental da ND [67,68,69]. Porém, a
insulinoterapia reduziu parcialmente o teor de fibras colagenas renal. Malatiali et al.
[65], demonstram que a insulina € capaz de beneficiar outros parametros da ND, no
entanto, ndo melhora a hipertrofia glomerular e estimula o aumento da matriz
extracelular, o que poderia justificar o nosso resultado. A melatonina, por sua vez,
associada ou ndo a insulina, foi capaz de reverter os teores de coldgeno, uma vez que
este hormonio possui acdo antifibrotica, podendo regular diversas fases da fibrose [70-
74].

Com relagdo ao estresse oxidativo, o tratamento com insulina de maneira isolada
ndo reduziu a peroxidacdo lipidica, 0 que pode estar associado a um possivel
mecanismo de resisténcia a insulina, alteracdo na expressdo de seus receptores ou
consequente as oscilacBes glicémicas da insulinoterapia, como relatado por alguns
autores [21,75]. A melatonina, por sua vez, mesmo quando associada a insulina, foi
capaz de reduzir a peroxidacgdo lipidica a niveis similares ao grupo controle, além de
aumentar a atividade da GSH. Isso ocorre pelo fato da melatonina em condigdes de
estresse fisioldgico atuar protegendo as membranas celulares das EROS [76], melhorar
a disfungdo mitocondrial [58,77], estimulando enzimas antioxidantes ou por agédo
indireta através dos seus metabolitos AMK e AMFK [78,79].
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Concluséo

O presente estudo mostrou que a melatonina e a insulina, quando associadas,
atuam de forma eficiente nas alteraces metabolicas e teciduais decorrentes da
nefropatia diabética, podendo ser considerado um possivel tratamento coadjuvante para
portadores e animais diabéticos. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
esclarecer seus possiveis mecanismos de acdo e o uso prolongado desses farmacos

associados.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1: ConcentracGes sanguineas de hemoglobina glicada nos diferentes tempos e
grupos experimentais. A: HbAlc antes da inducdo ao diabetes. B: HbAlc apos
confirmagéo do diabetes. C: HbAlc aos 15 dias das administragdes. D: HbAlc aos 30
dias das administracbes. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste Anova one-way com post-hoc de Tukey (P<0,05).

Figura 2: Gréaficos dos parametros metabdlicos nos diferentes tempos e grupos
experimentais. A: Peso corporal (g). B: Consumo alimentar (g). C: Consumo hidrico
(mL). D: Volume urinario (mL). Valores Basal, 0, 15 e 30 dias, respectivamente.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Anova one-way com post-hoc de Tukey (P<0,05).

Figura 3: Fotomicrografias do parénquima renal dos animais dos grupos experimentais.
A: grupo controle (GC). B-D: grupo diabético (GD). E: grupo diabético tratado com
melatonina (GDM). F: grupo diabético tratado com insulina (GDI). G-H: grupo
diabético tratado com melatonina e insulina (GDMI). GL - glomérulo; ES — espaco
subcapsular; TCP — tabulo contorcido proximal; TCD — tabulo contorcido distal; GA —
atrofia glomerular; NT - necrose tubular; * - glomerulonefrite membranoproliferativa;
GS - segmentacdo glomerular; DC — debris celulares; seta preta — vacuolizagédo; seta

tracejada — degeneracdo hidropica; cg — congestdo; IN — infiltrado inflamatério. H.E.

Figura 4: Quantificacdo histoquimica nos rins dos diferentes grupos experimentais. A:
Quantificacdo de granulos de glicogénio. Coloracdo PAS. B: Quantificacdo de fibras
coldgenas. Coloracdo Sirius red. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste Anova One-way com post-hoc de Tukey (P<0,05).

Figura 5: Quantificacdo do status antioxidante nos diferentes grupos experimentais. A:
Peroxidacdo Lipidica (nmol/mg de proteina) nos rins dos animais dos grupos
experimentais. B: Mensuracdo de GSH (nmol/mg de proteina) nos rins dos animais dos
grupos experimentais. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Anova one-way com post-hoc de Tukey
(P<0,05).
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LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Médias + desvio-padrao dos niveis de plasmaticos de glicose nos diferentes tempos e grupos
experimentais (mg/dL).

Grupos
Tempos GC GD GDM GDI GDMI P
Basal 9343+10,63a 9429+ 99952 97,23+132la  92,2+12,35a  9471+100la  0,9359
0 dia 1029+ 11,45 356,6+3498a 356,6+3498a 381,1+50,93a 3537+3344a  0,0113

15 dias 101,9 +7,010b 410,4 +30,58a 312 +47,80a 121,3+17,40b  111,0+19,50b  0,0045

30 dias 101,7 + 8,05¢c 470,7+£28,70a 285,7+79,19pb 112,0+16,39c  102,3+21,15c  0,0019

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Anova one-way com post-
hoc de Tukey (P<0,05).
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Tabela 2. Médias + desvio-padrdo dos valores das excre¢des urinarias, bioquimica renal e niveis
pressoricos nos grupos experimentais ao 0 dia de tratamento.

Grupos

GC GD GDM GDI GDMI P
Glicosuria (mg/24h) 257+102b 220,0+41,6a 221,0+26,7a 230,6 = 8,24a 210,8 + 5,22a 0,001
Proteinuria (mg/24h) 1,28+ 0,20b  24,08+4,3la 24,39*1,85a 25,08 + 3,24a 25,60 + 2,54a 0,012
Albuminuria (mg/24h) 0,30£0,05b 2,203+0,30a 2,46 £ 0,39 2,33 £0,25a 2,58 £ 0,35a 0,018
CICr (mL/min) 1,83+0,19b 4,90 +0,88a 5,53+1,38a 543 +1,6la 4,44 +0,75a 0,013
Creatinina sérica (mg/dL) 0,41 +0,01b 0,57 £ 0,01a 0,59 £ 0,04a 0,58 £ 0,09a 0,56 £ 0,04a 0,022
Uréia sérica (mg/dL) 31,0+2,00b 48,45+248a 48,98 £ 1,55a 49,10 + 3,03a 47,90 + 0,85a 0,004
PASis (mmHg) 119,8+3,33a 123,1+0,64a 117,6+1441a 1245+11,12a 120,8+13,58a 0,0921
FC (bpm) 379,0+£9,20a 357,5#53,93a 364,7+51,62a 364,7+52,64a 367,5+5296a 0,9014

*Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Anova one-way com post-hoc de

Tukey (P<0,05).

95



Tabela 3. Médias * desvio-padrdo dos valores das excreg¢des urinarias, bioquimica renal e niveis
pressoricos nos grupos experimentais aos 15 dias de tratamento.

Grupos
GC GD GDM GDI GDMI P
Glicosuria (mg/24h) 3,76 +£0,39c  363,0+46,59a  292,6 £14,0a 27,36 £ 3,14b 26,84 +1,03b 0,021
Proteindria (mg/24h) 1,35+ 0,32b 40,61 £ 6,60a 34,61+5,71a 1,95+ 0,80b 2,07+ 0,76b 0,001

Albuminuria (mg/24h) 0,35+ 0,10b 567+111a 5,87 +0,55a 0,48 +0,21b 0,58 +0,24b 0,013

CICr (mL/min) 1,37 +£0,22b 5,56 + 0,54a 5,28 +0,41a 2,14+0,72b 2,13+0,67b 0,019
Creatinina sérica (mg/dL) 0,43 +0,01c 0,85+ 0,10a 0,54 +0,03b 0,37+ 0,4c 0,39 £0,02¢c 0,026
Uréia sérica (mg/dL) 30,75+ 1,7c 79,20 £ 2,43a 47,62 +4,03b 35,45 +2,72¢ 34,85 + 4,5¢C 0,016
PASis (mmHg) 102,8411,73a 114,5+21,21a 1158+14,98a 120,1+13,13a 117,6%11,39a 0,0797

FC (bpm) 402,7£50,08a 403,7+9798a 372,4+51,55a 407,2+57,63a 371,8449,81a 0,0860

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Anova one-way com post-hoc de
Tukey (P<0,05).
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Tabela 4. Médias + desvio-padrdo dos valores das excre¢BGes urinarias, bioquimica renal e niveis
pressoricos nos grupos experimentais aos 30 dias de tratamento.

Grupos
GC GD GDM GDI GDMI P
Glicosuria (mg/24h) 3,07+0,73c 490,7+885a  197,9+79,2b 6,12 +24c 5,84 +2,03c 0,024
Proteindria (mg/24h) 1,25+ 0,28¢ 84,07+21,37a 21,96 £4,21b 1,76 £ 0,51c 1,84 +0,61c 0,001
Albumindria (mg/24h) 0,37 £0,12c 6,09 + 0,44a 2,88+ 0,46b 0,45+ 0,25c 0,38 £ 0,16¢ 0,023
CICr (mL/min) 1,89 £ 0,35b 1,09 + 0,45c 4,22 +0,42a 1,85+ 0,20b 1,67 £ 0,20b 0,036
Creatinina sérica (mg/dL) 0,42 +0,07b 1,17 + 0,18a 0,43 +0,02b 0,42 +0,02b 0,40 +0,01b 0,003
Uréia sérica (mg/dL) 29,10 £1,15c  112,0+2,00a 32,98 + 3,55¢C 27,10+ 1,01c 29,17 +0,76¢ 0,004
PASis (mmHg) 107,39,98b 118,111,16b 115,8 9,94b 134,49,14a 111,2 13,51b 0,0016
FC (bpm) 377,4 45,82b 363,2 33,04b 381,2 46,06b 431,340,71a 347,6 1,26b 0,0003

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Anova one-way com post-hoc de

Tukey (P<0,05).
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Tabela 5. Urinalise dos animais dos grupos experimentais ao 0 dia de tratamento.

Grupos
GC GD GDM GDI GDMI Referéncia*
Sangue (Eri./uL) Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Urobilinogénio (mg/dL) Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Bilirrubina Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Proteinas (mg/dL) Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Nitritos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Cetonas Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Glicose (mg/dL) Negativo 500 500 500 500 Negativo
Ph 7 6,5 6,5 6,5 6,5 7

Densidade 1.025 1.010 1.010 1.010 1.010 1.025

Leucécitos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

*Valores de referéncia da urinalise de ratos criados no Biotério da Universidade Federal Rural de Pernambuco, PE, 2018.
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Tabela 6. Urinalise dos animais dos grupos experimentais ao 15 dias de tratamento.

Grupos
GC GD GDM GDI GDMI Referéncia*
Sangue (Eri./uL) Negativo Ca.10 Negativo Negativo Negativo Negativo
Urobilinogénio (mg/dL) Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Bilirrubina Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Proteinas (mg/dL) Negativo 30 Negativo Negativo Negativo Negativo
Nitritos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Cetonas Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Glicose (mg/dL) Negativo >1000 500 20 20 Negativo
Ph 7 55 6,5 7 7 7

Densidade 1.025 1.005 1.015 1.015 1.020 1.025

Leucécitos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

*Valores de referéncia da urinalise de ratos criados no Biotério da Universidade Federal Rural de Pernambuco, PE, 2018.
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Tabela 7. Urinalise dos animais dos grupos experimentais ao 30 dias de tratamento.

Grupos
GC GD GDM GDI GDMI Referéncia*
Sangue (Eri./uL) Negativo Ca.50 Negativo Negativo Negativo Negativo
Urobilinogénio (mg/dL) Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Bilirrubina Negativo ++ Negativo Negativo Negativo Negativo
Proteinas (mg/dL) Negativo 100 Negativo Negativo Negativo Negativo
Nitritos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Cetonas Negativo ++ Negativo Negativo Negativo Negativo
Glicose (mg/dL) Negativo >1000 150 20 20 Negativo
Ph 7 5,5 7 7 7 7

Densidade 1.025 1.005 1.015 1.010 1.020 1.025

Leucécitos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

*Valores de referéncia da urinalise de ratos criados no Biotério da Universidade Federal Rural de Pernambuco, PE, 2018.
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Tabela 8. Médias + desvio padrdo do didmetro corpuscular, area corpuscular, area do tufo glomerular, area
subcapsular indice organossomatico dos rins dos animais dos grupos experimentais.

Grupos
GC GD GDM GDI GDMI P
Diametro corpuscular (um) 110,6 £ 4,94b 136,7 + 5,36a 117,7 £ 7,45ab 112,0+4,92b 111,4+3,93b 0,005
Area corpuscular (um?) 7802 +£800,3b 11702 +561,4a 9504 + 962,6b 8088 + 414,1b 8060 + 324,1b 0,001
Area tufo glomerular (um?)  5373+142,0a 5039 +1160,0a 6253 + 643,0a 5926 + 699,3a 6218 +502,3a 0,223
Area subcapsular (um?) 2762 + 267,0bc 5975 + 597,9a 3460 + 353,5b 2162 +285,5c 2508 +341,6c  0,0001
I0R (%) 0,397 £ 0,04b 0,657 +£0,08a  0,4906 +£0,12ab  0,432+0,02b 0,393+0,06b 0,012

*Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Anova one-way com post-hoc de
Tukey (P<0,05). IOR = indice organossomatico renal.
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CAPITULO III

Tratamento associativo com melatonina e insulina pode reverter alteracoes hepaticas decorrentes da
hiperglicemia em ratos induzidos ao diabetes!

Ferreira C.G.M.2, D’assungao C.G.?2, AlvesE.R.2, Melo LM.F. 2, Vieira-Filho L.D.3, Wanderley-Teixeira V.2 e Teixeira
AA.C.Z

RESUMO.- Ferreira C.G.M., D’Assunc¢ado C.G., Alves E.R.,, Melo L.LM.F., Vieira Filho L.D., Wanderley-Teixeira V. &
Teixeira A.A.C. 2019. [Associative treatment with melatonin and insulin may reverse hepatic changes due
to hyperglycemia in diabetes-induced rats.] Tratamento associativo com melatonina e insulina pode reverter
alteracoes hepaticas decorrentes da hiperglicemia em ratos induzidos ao diabetes. Pesquisa Veterindria Brasileira
00(0):00-00. Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal,
Laboratdrio de Histologia, Avenida Dom Manoel de Medeiros s/n, Recife, Dois Irmaos, PE 52171-900, Brazil. E-
mail: alvaro.teixeira@ufrpe.br

O presente estudo, teve como objetivo avaliar o possivel efeito protetor da administracdo associada
entre melatonina e insulina no tecido hepatico de ratos diabéticos, através de parametros bioquimicos,
pressoricos, histomorfométricos, histoquimicos, inflamatérios e do status antioxidante. Foram utilizados 50
ratos albinos, com 60 dias de idade, divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem indugdo ao diabetes; GD: ratos
induzidos ao diabetes; GDM: ratos induzidos ao diabetes e tratados com melatonina (10mg/kg); GDI: ratos
induzidos ao diabetes e tratados com insulina (5U/dia) e GDMI: ratos induzidos ao diabetes e tratados com
melatonina (10mg/kg) e insulina (5U/dia), todos durante 30 dias. Os animais diabéticos apresentaram intensas
lesdes hepaticas, com areas em necrose e dilatacdo sinusoidal, fibrose, além de alteracées no perfil lipidico,
aumento das transaminases, citocinas inflamatdrias e estresse oxidativo. O tratamento com melatonina,
melhorou a estrutura e funcdo hepatica, reduzindo a deposicdo de colageno, as citocinas inflamatérias e o
estresse oxidativo. A insulina também recuperou algumas modificacdes estruturais hepaticas, com redug¢ido nas
transaminases, citocinas inflamatdrias e aumento do glicogénio tecidual, no entanto, os niveis da peroxidacdo

lipidica, colesterol e triglicerideos continuaram altos, além de elevada pressdo arterial. O tratamento associativo
entre melatonina e insulina mostrou-se mais eficiente em proteger e recuperar a estrutura hepatica, melhorando
todos os pardmetros estudados e assemelhando-se ao padrdao dos animais controle, inclusive aqueles nio
recuperados pela administracdo da insulina ou melatonina de maneira isolada. Assim, a associacdo de
melatonina e insulina atua de forma mais eficaz contra a toxicidade hepatica causada pela hiperglicemia e a
melatonina, possivelmente, pode ser um meio promissor para evitar os possiveis efeitos do uso prolongado da
insulina e o desenvolvimento de resisténcia a sua acdo nos tecidos-alvo.

TERMOS DE INDEXACAO: Diabetes, melatonina, figado, inflamacio, estresse oxidativo.

1Recebid0 M .....cccomrereeermnsernes

Aceito para publicagdo em .......oeereernecennens

ZDepartamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Avenida
Dom Manoel de Medeiros s/n, Recife, Dois Irmdos, PE 52171-900, Brasil. Pesquisa de doutorado com apoio
FACEPE. *Autor para correspondéncia: alvaro.teixeira@ufrpe.br

3Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Avenida Professor
Moraes Rego 1235, Recife, Cidade Universitaria, PE 50670-901, Brasil.

ABSTRACT.- The aim of the present study was to evaluate the possible protective effect of melatonin and insulin
administration on the hepatic tissue of diabetic rats through biochemical, blood pressure, histomorphometric,
histochemical, inflammatory and antioxidant status parameters. Fifty-five day-old albino rats were divided into
the following groups: GC: rats without diabetes induction; GD: rats induced to diabetes; GDM: diabetes-induced
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mice treated with melatonin (10mg/kg); GDI: insulin-induced rats (5U/day) and GDMI: diabetes-induced rats
and treated with melatonin (10mg/kg) and insulin (5U/day), all for 30 days. Diabetic animals presented intense
hepatic lesions, with areas of necrosis and sinusoidal dilation, fibrosis, alterations in the lipid profile, increase of
transaminases, inflammatory cytokines and oxidative stress. Treatment with melatonin has improved liver
structure and function, reducing collagen deposition, inflammatory cytokines, and oxidative stress. Insulin also
recovered some hepatic structural modifications, with reductions in transaminases, inflammatory cytokines and
increased tissue glycogen; however, levels of lipid peroxidation, cholesterol and triglycerides remained high, as
well as high blood pressure. The associative treatment between melatonin and insulin was shown to be more
efficient in protecting and recovering the hepatic structure, improving all the studied parameters and resembling
the standard of the control animals, including those not recovered by the administration of insulin or melatonin
alone. Thus, the association of melatonin and insulin acts more effectively against the hepatic toxicity caused by
hyperglycemia and melatonin may possibly be a promising means to avoid the possible effects of prolonged
insulin use and the development of resistance to its action in the target tissues.

INDEX TERMS: Diabetes, melatonin, liver, inflammation, oxidative stress.

INTRODUCAO

Considerado um grave e crescente problema de satide publica, o diabetes mellitus (DM) é uma desordem
endécrino-metabdlica caracterizada por hiperglicemia e consequente alteragio no metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas (ADA 2017). Muito associado ao aumento do estresse oxidativo, o DM pode
ocasionar, a longo prazo, disfuncio e faléncia em diversos 6rgaos (Grigorov et al. 2014, Asmat et al. 2016).

Algumas pesquisas tem demonstrado que o diabetes é um dos principais responsaveis pelo
desenvolvimento de hiperlipidemias e hepatopatias, levando a anormalidades na atividade das transaminases e
alteragdes patoldgicas, como a doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD) (Mohamed et al. 2016). Além
disso, degeneragio dos hepatdcitos, aumento na deposicio de fibras colagenas e elevada produgio de citocinas
inflamatérias como o IL-1, IL-6 e TNF-a sdo similarmente observadas em portadores e no modelo experimental
do DM (Francés et al. 2013, Mohamed et al. 2016).

A exposicdo continua a niveis aumentados de glicose sanguinea resulta em alta producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), que podem ligar-se aos lipidios das membranas celulares, levando a peroxidacao
lipidica (LPO) e morte celular (Volpe et al. 2018). Durante muitos anos, acreditou-se que apenas o controle
glicémico através do uso da insulina, seria o suficiente para evitar as complica¢des diabéticas em portadores do
DMT1, no entanto, ha relatos de que com o passar dos anos de insulinoterapia, doses mais altas sdo necessarias
para controlar a glicemia dos diabéticos, ocasionando uma possivel resisténcia a insulina, que pode estar
diretamente ligada ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (Shay et al. 2010, Teixeira et al. 2014).
Junto a isso, alguns estudos tem suportado a teoria de que a prépria insulina, quando utilizada constantemente,
seja um indutor mais eficaz de resisténcia a insulina do que altas concentrag¢oes de glicose (Liu et al. 2009).

Diante disso, muitas pesquisas tem utilizado a associagdo da insulina com substancias antioxidantes
(Zobali et al. 2002), como a melatonina, um neurohorménio produzido pela glandula pineal e relatado que pode
reduzir o estresse oxidativo, atuando como um potente antioxidante e modulando a resposta inflamatéria em
diversos é6rgaos, inclusive no figado (Reiter et al. 2016, Zhang et al. 2017). Recentemente, Oliveira et al. (2018)
demonstraram que a associacdo melatonina e insulina melhora a resposta do tecido adiposo e o controle
glicémico, no entanto, a associacdo desses hormonios diante das complicagdes hepaticas do diabetes nido sdo
bem relatadas.

Assim, como a melatonina é um poderoso antioxidante e capaz de modular as respostas inflamatorias
em diversas patologias, nossa pesquisa objetivou avaliar se a associagdo dessa indolamina com a insulina pode
ser uma eficiente intervencao farmacoldgica para prevenir as alteragdes hepaticas em ratos diabéticos.

MATERIAL E METODOS

Grupos experimentais. O experimento foi realizado no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no Laboratério
de Fisiologia e Farmacologia Renal da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Foram utilizados 50 ratos
albinos (Rattus norvegicus albinus) com 60 dias de idade, pesando 230+20g, linhagem Wistar, procedentes do
Biotério do DMFA da UFRPE. Os animais foram mantidos em gaiolas com alimentagdo e agua “ad libitum”,
temperatura de 22+2°C e iluminacgado artificial que estabeleceu um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas
escuro, com periodo luminoso de 6:00 as 18:00h. Posteriormente, foram distribuidos aleatoriamente nos
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seguintes grupos, com dez animais cada: GC: ratos sem inducdo ao diabetes (Controle); GD: ratos induzidos ao
diabetes; GDM: ratos induzidos ao diabetes e tratados com melatonina; GDI: atos induzidos ao diabetes e
tratados com insulina; GDMI: ratos induzidos ao diabetes e tratados com insulina e melatonina. O projeto foi
submetido ao comité de ética institucional e aprovado com licenga n°128/2016.

Indugao ao diabetes. O diabetes foi induzido pela administragido intraperitoneal (i.p.) de solugdo de
estreptozotocina (STZ) (Sigma-Aldrich, Chemical Co.USA), apos jejum alimentar de 14 horas. A STZ foi
dissolvida em tampao citrato de s6dio a 10mM e pH 4,5, na dose Unica de 50 mg/kg de peso do animal (Ramesh
et al. 2012). Os animais ndo diabéticos (grupo controle) receberam doses equivalentes de solucdo salina e
decorridos 30 minutos da administracdo todos os animais foram alimentados normalmente (Dall’ago et al.
2002). A confirmacio da hiperglicemia foi realizada 7 dias ap6s a administragdo da droga, com o auxilio de um
glicosimetro (Glicosimetro Kit Accu-Chek Performa). Foram incluidos no estudo apenas os animais que
apresentaram glicose sanguinea de jejum acima de 200mg/dL (Spadella et al. 2005).

Tratamento com melatonina e insulina. A administracdo da melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi
realizada através da agua de beber, sempre no inicio da noite (18h). A melatonina foi dissolvida em etanol
(0,02mL) e diluida em solugdo salina, na dosagem de 10mg/kg por peso corporal animal (Ozguner et al. 2006).
Apoés a preparacio, as garrafas foram protegidas da luz com auxilio de papel aluminio e disponibilizadas aos
animais (Agil et al. 2013) dos grupos GDM e GDMI.

A insulina foi administrada por via subcutanea também durante 30 dias, na dose de 5 U/dia, sendo duas
unidades de insulina as 10h e trés unidades as 19h (Pinheiro et al. 2011). A insulinoterapia foi realizada nos
animais dos grupos GDI e GDMI. Todos os tratamentos foram realizados durante 30 dias e as andlises ocorreram
nos momentos Basal (antes da inducdo), 0 (confirmacdo do diabetes), 15 e 30 dias das administragdes.

Glicemia, Coletas sanguineas e avaliaciao bioquimica. A glicemia dos animais foi monitorada durante
o periodo experimental e o sangue foi coletado por meio de conten¢do mecanica, através da puncdo da veia
caudal lateral e uso de cateter intravenoso (24G) (Pereira 2001). O material foi centrifugado sob refrigera¢do
(4°C, 3000rpm, 10 minutos) (Castro et al. 2014) e o sobrenadante acondicionado em microtubos e armazenados
em freezer a -80 °C. Utilizou-se kits da Labtest®, para as dosagens de Colesterol total, Triglicerideos, HDL, AST e
ALT. Todas as amostras foram analisadas em triplicata em analisador bioquimico (BioPlus 200).

Histopatologia, histoquimica e morfometria do figado. Os animais foram submetidos aos
procedimentos de eutandsia ap6s o periodo experimental e anestesiados com hidrocloridrato de cetamina
(80mg/kg) e xilazina (6mg/kg), por via intramuscular, associado a 100mg/kg de tiopental (i.p.). Os figados foram
fixados em formol 10% tamponado por 24 horas, os fragmentos processados para inclusdo em parafina e os
cortes submetidos a coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E.), Acido Periédico de Schiff (PAS) (Glicogénio) e
Sirius red (Coladgeno), sendo posteriormente fotografados para quantificagio pelo Gimp2.8. O estudo
morfométrico foi realizado com auxilio de uma graticula acoplada a ocular do microscépio, com aumento de 40x,
onde foram contados 10 campos por ldmina e contabilizados os pontos que incidiram sobre os hepatdcitos,
capilares sinuséides, espaco porta, veia centro lobular, veia hepatica e células de Kupffer (Engelman et al. 2001).

Imunohistoquimica para IL6 e TNF- a. Os cortes foram desparafinizados e reidratados em xilol e
alcoois. Posteriormente procedeu-se a recuperacdo antigénica (tampao citrato, pH 8.0) e o bloqueio da
peroxidase endégena (peroxido de hidrogénio a 3%). Os anticorpos utilizados foram IL-6 e TNF-q, (1:100, Santa
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) e ambos foram diluidos em PBS/BSA 1%, overnight em camara
umida (4°C). Os fragmentos foram incubados com o anticorpo secundario por trinta minutos (Histofine) e a
reacdo antigeno-anticorpo foi revelada através de um precipitado marrom apés aplicagio de 3,3
diaminobenzidina e contracolora¢do com hematoxilina de Harris. As imagens foram capturadas e submetidas ao
aplicativo Gimp 2.8 para quantificacdo em pixels (Oberholzer et al. 1996, Lee et al. 2001).

Estresse oxidativo tecidual. O estresse oxidativo foi estimado pela avaliagdo da peroxidagdo lipidica e
niveis de glutationa reduzida (GSH) no figado dos animais. O tecido hepatico foi macerado em solugido de KCI
150mM e 3mM 4&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (1g de tecido: 5mL). A peroxidagdo lipidica foi avaliada
pelo método de Ohkawa et al. (1979), para medicdo de substincias reativas ao acido tiobarbitiirico no
homogenato (TBARS), tendo a curva padrdo desenhada utilizando 1,1,3,3-tetraetoxi-propano (TEP) e a
absorbancia da fase organica mensurada a 535nm. Ja os niveis de GSH foram avaliados através da quantificagao
de grupos sulfidrilas ndo proteicos (Sedlak et al. 1968) no sobrenadante das amostras, que foram submetidas a
precipitacdo de proteinas pela adigdo de acido tricloroacético. A L-cisteina foi utilizada para construir a curva
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padrao do GSH e absorbancia foi mensurada a 412nm. Os niveis de malonaldeido e GSH foram corrigidos para o
teor de proteina, medido pelo método de Folin-fenol (Lowry et al., 1951, Vieira et al. 2018).

Andlise estatistica. A analise estatistica foi realizada em um programa computacional GraphicPad
Prism 5, onde dados foram submetidos ao teste de normalidade e posteriormente avaliados por meio de testes
paramétricos de Anova One-way com post-hoc de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS

Glicemia

Os animais ndo apresentaram diferencas significativas na glicose sanguinea no momento Basal. No dia 0,
todos os animais, exceto os do grupo controle, apresentaram elevagio significativa na glicemia. Passados 15 e 30
dias experimentais, evidenciou-se que apenas os animais administrados com insulina isolada ou associada a
melatonina apresentaram niveis glicémicos semelhantes ao grupo controle. O tratamento com melatonina nao
interferiu na glicemia aos 15 dias, sendo similar ao grupo diabético e diferindo dos demais grupos. Ja aos 30 dias
observamos valores hiperglicémicos menores, indicando diferenca estatistica em relacdo a glicemia dos animais
diabéticos sem tratamento, mas sem similaridade ao grupo controle (Figura 1).

Analise bioquimica

A andlise bioquimica ndo evidenciou diferenca significativa no momento antes da inducdo ao diabetes
(dados ndo mostrados). Na confirmacado da hiperglicemia (0 dia) apenas os niveis de ALT estavam elevados em
todos os animais induzidos ao diabetes (GD, GDM, GDI e GDMI) (Quadro 1). Aos 15 dias experimentais, foi
possivel observar nos animais do grupo GD, elevagdo nos valores de Triglicerideos, AST e ALT quando
comparado aos demais grupos. Nesse mesmo periodo, os grupos GDM, GDI e GDMI apresentaram redugio parcial
nos valores de Triglicerideos, AST e ALT, porém sem similaridade ao GC. Ja para a concentracdo de ALT, o grupo
GDMI apresentou os menores valores quando comparado ao GDM e GDI, mas ainda apresenta diferenca
estatistica em relacdo ao GC (Quadro 2). Apds 30 dias de experimento, o GD apresentou elevacdo nos valores de
colesterol total, as maiores concentra¢des de Triglicerideos, AST e ALT, diferente do HDL que demonstra seus
menores niveis. O tratamento com melatonina reduziu o colesterol, triglicerideos, AST e ALT para valores
semelhantes ao dos animais controle, enquanto aumentou expressivamente as concentragdes de HDL, diferindo
dos demais grupos. A administracdo de insulina melhorou a fun¢do hepatica, com reducio nos valores de AST e
ALT semelhantes ao GC, no entanto, levou as maiores concentra¢des de colesterol observadas nos grupos
experimentais, ao segundo maior valor de triglicerideos, diferindo dos grupos GC, GDM e GDMI, que apresentam
comportamento equivalentes. Todos os parametros avaliados foram semelhantes aos do grupo controle nos
animais que receberam o tratamento associativo com melatonina e insulina (GDMI) (Quadro 3).

Histopatologia hepatica

A andlise histopatolégica das amostras de figado dos animais do grupo controle (GC) revelou a presenca
de corddes de hepatécitos bem preservados, dispostos radialmente e margeados por capilares sinusoéides (Fig.
2A). No entanto, o figado dos animais diabéticos (GD) apresentaram danos teciduais caracterizados por dilatagdo
dos capilares sinusdides (Fig. B), presenc¢a de microesteatose intracelular moderada (Fig. 2B), além da formagio
de trombos (Fig. 2B) e necrose massiva multifocal peri-centrolobular com células inflamatérias (Fig. 2C). Nos
ratos diabéticos tratados com melatonina (GDM), o parénquima hepatico apresentou-se preservado, mostrando
semelhancas ao grupo controle, porém com leve congestdo da veia centrolobular. Junto a isso, também foi
possivel observar hepatécitos com ntcleos grandes e/ou bi-nucleados (Fig. 2D). Ja os animais administrados com
insulina (GDI), além das estruturas preservadas, foi possivel evidenciar hepatécitos com leve degeneragio
vacuolar (Fig. 2E), enquanto que o tratamento associativo de melatonina e insulina (GDMI) promoveu estrutura
hepatica bem preservada e semelhante ao grupo controle, com presenga de célulass bi-nucleadas (Fig. 2F).

Histoquimica e morfometria hepatica

A avaliacdo do glicogénio hepdatico mostrou reducdo significativa nos animais diabéticos (GD) quando
comparados aos figados dos animais do grupo controle (GC). O tratamento com melatonina (GDM) levou a um
aumento significativo no teor de glicogénio quando comparado ao grupo diabético, porém sem semelhanga ao
grupo controle. A quantificacdo de glicogénio no figado dos animais tratados com insulina (GDI) e naqueles
tratados com a associacdo de melatonina e insulina (GDMI) apresentaram maior reserva, com similaridade ao
observado no grupo controle (Fig. 3A).

Em relacdo ao coldgeno, os ratos diabéticos apresentaram aumento na quantificacdo tecidual, diferindo
estatisticamente dos demais grupos experimentais. Por outro lado, os animais que receberam a administragio de
melatonina (GDM), e a associacdo de ambos (GDMI) demonstraram os menores valores para o acamulo de fibras
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colagenas, com padrio equivalente ao encontrado nos figados dos animais do grupo controle (GC), enquanto o
grupo insulina (GDI) reduziu parcialmente esse amumulo, sem semelhanca ao controle (GC) (Fig. 3B).

A analise morfométrica hepatica evidenciou diminui¢do expressiva dos hepatdcitos e aumento nos
capilares sinusoides nos animais diabéticos (GD) quando comparados aos demais grupos experimentais, GC,
GDM, GDI e GDMI, que apresentaram similaridade entre si. Ndo foram evidenciadas diferencas significativas nos
parametros de veia centrolobular, espago porta, veia hepatica e células de Kupffer entre os grupos estudados
(Quadro 4).

Imunohistoquimica para IL-6 e TNF-«a

Apos analise da imunohistoquimica para o IL-6 e TNF-« verificou-se maior marcagio tecidual para estas
citocinas no figado dos ratos induzidos ao diabetes e sem tratamento, diferindo significativamente dos demais
grupos. No entanto, a administracdo de melatonina, insulina e a associacdo dos fArmacos promoveu padrio de
imunomarcacdo semelhante ao grupo controle, caracteristica observada tanto para o IL-6 (Fig. 4A-4F), quanto
para o TNF- « (Fig. 5A-5F).

Estresse oxidativo hepatico

Os valores do TBARS estavam significativamente elevados no figado dos animais do grupo diabético e
diabético tratado com insulina. Porém, foi possivel observar que os tratamentos com melatonina isolada ou
associada a insulina promoveram valores similares ao grupo controle (Fig. 6A). Para os niveis do GSH hepatico,
os animais diabéticos sem tratamento e aqueles que receberam reposicdo de insulina apresentaram os menores
valores, enquanto que a administracio de melatonina ou sua associacdo com a insulina promoveram niveis
comparaveis ao grupo controle (Fig. 6B).

DISCUSSAO

Acredita-se que o desenvolvimento da hiperglicemia pode estar associado a redu¢do nos niveis de
melatonina, e consequentemente, ligado a disfungdes no ritmo circadiano (Qian & Scheer 2016). Em trabalho
realizado por Hidayat et al. (2015), assim como no nosso, a suplementa¢do com melatonina em ratos diabéticos
acarreta diminuicdo parcial nas concentragdes hiperglicémicas desses animais, enquanto Amin et al. (2015)
afirmam glicemia comparavel dos animais diabéticos tratados com melatonina aos animais sadios. Dessa forma,
a melatonina parece atuar diretamente no metabolismo da glicose, seja por estimular a sintese de insulina,
melhorar a acio das células beta ou sensibilizar a agio do hormo6nio, como observado em ratos Zucker diabéticos
e obesos (Agil et al. 2011). A reposicdo de insulina junto com a suplementacdo de melatonina regularizou o
metabolismo da glicose, resultados semelhantes aos encontrados por Oliveira et al. (2018), indicando uma
correlagdo positiva e possivel sinergismo desses hormonios no controle glicémico.

A eficiéncia da melatonina no controle do metabolismo lipidico também foi reportada por Agil et al.
(2012), pois, quando utilizada na dosagem de 10 mg/kg, reduziu a hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia em
animais diabéticos. Dados semelhantes aos nossos e aos encontrados por Hussein et al. (2007), que ressaltam a
diminuicdo do colesterol, triglicerideos e aumento do colesterol HDL apés tratamento com melatonina. Essas
caracteristicas hipolipidémicas da melatonina parecem estar relacionadas a mecanismos como a redu¢do na
sintese e/ou atividade do receptor de LDL, inibi¢do da sintese do colesterol através da redugido na expressio de
fatores lipogénicos como o SREBP-1c ou aumento no catabolismo do colesterol para a formag¢do dos acidos
biliares, por exemplo, estimulando a atividade da enzima colesterol-7alfa-carboxilase (Chan & Tang 1995, Chen
et al. 2011, Chen et al. 2018). Além disso, alguns estudos afirmam que a melatonina melhora a composi¢do
lipidica do sangue e a distribuicdo das lipoproteinas plasmaticas, inclusive elevando as concentracdes do HDL
(Hussain 2007, Barquilla et al. 2014). Em contrapartida, a insulina apresenta atividade lipogénica, seja em
condi¢cdes normais ou patologicas. Pinheiro et al. (2011), relatam que 5U/dia de insulina restaurou as
concentracgdes de glicose, LDL, colesterol, triglicerideos e HDL a niveis fisiolégicos. No entanto, Okamoto et al.
(2011) demonstram que o tratamento intensivo com altas doses de insulina (6-9U/dia), pode levar a resisténcia
a acdo do horménio em ratos, levando a hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, que sdo fatores de risco para
as doengas cardiovasculares. Similarmente, a administragdo de insulina estimula a expressao de SREBP-1 c e
SREBP-2, que sdo responsaveis pela sintese de triglicerideos e colesterol, em células hepaticas e adiposas de
ratos (Lay et al. 2002, Owen et al. 2012, Miao et al. 2014). Esses resultados poderiam explicar o aumento nos
valores do colesterol e triglicerideos, o que pode sugerir uma tendéncia a resisténcia a agdo periférica desse
hormonio. J& nos animais tratados com melatonina e insulina, essas caracteristicas nio foram observadas,
demonstrando uma possivel atuagdo da melatonina como um agente sensibilizador insulinico e/ou confirmando
sua acao hipolipidémica.

A avaliagao funcional do figado demonstrou que as concentra¢cdes da AST e ALT apresentaram-se
elevadas nos animas diabéticos, resultados semelhantes aos encontrados por Omonkhua et al. (2015) e
Yakhchalian et al. (2018) apds indugdo ao diabetes por STZ. Essas aminotransferases sdo de importancia clinica e
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diagnostica da lesdo hepatica e também de outros o6rgdos. A AST, existente na forma mitocondrial e
citoplasmatica, é encontrada principalmente no figado, coragdo, musculo esquelético e rim, enquanto a ALT,
exclusivamente citoplasmatica, esta presente no figado e rim (Thapa & Walia 2007). No presente estudo, os
tratamentos com melatonina e/ou insulina nas dosagens utilizadas foram capazes de reverter o aumento nas
concentracgdes dessas enzimas, levando a similaridade ao grupo controle.

No entanto, diferente das nossos relatos, Zavodnik et al. (2011) ndo observaram redug¢des nos niveis de
AST e ALT em animais diabéticos apds tratamento com 10 mg/kg de melatonina. Ja Grigorov et al. (2014) e
Godam et al. (2014), corroborando os nossos resultados, reportam regressdo dos danos hepaticos, seja na
observagdo histoldgica ou nas concentragdes das transaminases, evidenciando diminuicdo significativa nos
valores de AST, ALT e ALP nos animais diabéticos apos tratamento com melatonina. A insulina, por sua vez,
também mostrou-se eficiente na manutengao dos valores basais das transaminases nos animais diabéticos, uma
vez que a reposicdo hormonal reestabelece a homeostase hepatica (Nolasco et al. 2015). Dessa forma, podemos
inferir que em associacdo, a melatonina e insulina atuaram de maneira conjunta na recuperacio fisiolégica do
figado desses animais, pois, ambos podem ter desempenhado importante atividade na manutencdo das
membranas dos hepatécitos, impedindo que as enzimas hepaticas extravasassem e elevassem suas
concentracgdes na corrente sanguinea.

Os achados histomorfométricos e histoquimicos confirmam que a hiperglicemia cronica pode ser tdéxica
ao figado e causar diversos danos teciduais, incluindo degeneracio, perda e acimulo de goticulas lipidicas nos
hepatdcitos, migracdo de células inflamatdrias, congestdo de veias e dilatagdo sinusoidal, caracteristicas
semelhantes as reportadas por Welt et al. (2004) e Zafar et al. (2009), ao mesmo tempo em que pode ser
observado deplecdo de glicogénio e aumento na sintese de colageno hepatico (Al-Ani et al. 2017, Khidr et al.
2017). Todas essas alteracoes foram melhoradas pelos tratamentos propostos com melatonina e/ou insulina. A
melatonina provavelmente atuou protegendo as células e a arquitetura hepatica dos danos oxidativos causados
pelas EROS, consequentes a hiperglicemia e que podem levar a morte dos hepatdcitos por apoptose e/ou necrose
(Grigorov et al,, 2014, Volpe et al. 2018), além de estimular a regeneracdo das células hepaticas (Laliena et al.
2012). Ja nos animais tratados com insulina, uma vez que o figado é um érgdo insulinodependente, a reposi¢do
hormonal reverteu as lesdes por regularizar o seu metabolismo, totalmente prejudicado nos animais diabéticos.
Nesse contexto, a associacdo de ambos foi totalmente positiva na preservacdo e regeneracdo da estrutura
hepatica desses animais.

Os ratos diabéticos tiveram os niveis de glicogénio tecidual reduzidos, quando comparados aos demais
grupos experimentais, assim como relatado em estudos anteriores (Sellamuthu et al. 2009, Alkhateeb 2015). A
formacao do glicogénio hepatico requer a atividade de enzimas como a glicogénio sintase (GS), que converte a
glicose-6-fosfato em glicogénio. No entanto, em condi¢des de alteragdes metabdlicas, como o diabetes, acredita-
se que a menor sintese do glicogénio seja consequente a menor atividade enzimatica da GS e de outras enzimas
envolvidas no metabolismo hepatico da glicose, como a glicoquinase (GQ) e a glicose-6-fosfatase desidrogenase
(G6PD) que demonstram-se diminuidas no figado desses animais (Huang et al. 2016, Abdelazim et al. 2018).
Assim, os autores acreditam que a atividade dessas enzimas seja estimulada pela presenca de insulina (Soares et
al. 2012), o que pode explicar a recuperac¢do do teor de glicogénio nos animais tratados com o hormonio de
forma associada ou ndo a melatonina a concentragdes equivalentes ao animais controle. Enquanto a melatonina
de maneira isolada, apesar de ndo recuperar totalmente o glicogénio hepatico, elevou significativamente a sua
concentracdo quando comparado aos animais diabéticos ndo tratados, o que refor¢a a sua atuacdo sobre o
metabolismo dos carboidratos, possivelmente estimulando a sintese de insulina pelas células beta pancreaticas
ainda existentes, aumentando o influxo de glicose por atuagdo direta nos receptores ou influenciando de maneira
positiva a atividade enzimatica (Shieh et al. 2009, Bicer et al. 2011, Li et al. 2018).

Alguns estudos apontam que o diabetes pode ocasionar acimulo de colageno no figado, e os nossos
resultados mostram que a melatonina e insulina também influenciam a distribuicdo das fibras coldgenas no
tecido hepatico, pois, a administracdo de ambos foi capaz de normalizar a quantidade de colageno tecidual. Sabe-
se que a insulina exerce controle sobre os fibroblastos, estimulando a sintese de colageno (Monaco et al. 2009,
Azevedo et al. 2015), enquanto a melatonina parece regular negativamente a atividade destas células (Tahan et
al. 2004, Tahan et al. 2010, Saad et al, 2013). Baseando-se nesses estudos, podemos sugerir que o rigido controle
glicémico nos animais tratados com insulina, seja associado ou ndo a melatonina, ndo permitiu a produgdo
exagerada do colageno, ja que a hiperglicemia é a responsavel por desencadear as alteragcdes celulares
subsequentes que modificam o parénquima hepatico e estimulam a produgdo de matriz extracelular e proteinas,
levando a fibrose (Lucchesi et al, 2015).

A imunomarcacgao pelo IL-6 e TNF-a no figado dos animais diabéticos foi aumentada e estas citocinas
reduziram de forma semelhante ao controle apds tratamento com melatonina e/ou insulina. Os valores do
TBARS também estavam elevados no grupo diabético, e, surpreendentemente, nos animais administrados com
insulina, comportamento inverso ao observado para o GSH.
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Nossos resultados confirmam que a hiperglicemia é responsavel por aumentar a produgio de EROS, a
peroxidagdo lipidica, producido de citocinas inflamatérias assim como reduz a capacidade antioxidante,
corroborando com estudos anteriores (Orsoli¢ et al. 2013, Sekkin et al. 2015). A melatonina, por sua vez é um
antioxidante que regula a resposta inflamatdria e o estresse oxidativo (Tan et al. 2015). Agil et al. (2015)
demonstram que o tratamento com essa indolamina reduz a disfungdo mitocondrial hepatica em ratos
diabéticos, ao mesmo tempo em que diminui a LPO e melhora a capacidade antioxidante através da SOD e do tiol
total (T-SH) (Korkmaz et al. 2012). Da mesma forma, Agil et al. (2013) reportam reducdo dos niveis plasmaticos
de fatores como a interleucina 6, TNF- a e proteina C-reativa. Assim, essas atua¢des da melatonina podem ser
justificadas por sua acgdo direta através dos receptores MT1 e MT2 presentes em células como linfocitos e
macro6fagos, onde essa ligagdo pode regular negativamente a expressdo e atividade de enzimas envolvidas no
processo inflamatdrio, incluindo a fosfolipase A2, lipooxigenase e a COX- 2 (Radogna et al. 2010).

Segundo Liu et al. (2009), quando administrada continuamente, a insulina causa resisténcia a sua
prépria acdo, aumento do estresse oxidativo, com reduc¢ao dos niveis do GSH e acimulo de gordura ectdpica no
figado e musculo gastrocnémico em camundongos. Isso nos faz sugerir que, por atuar na lipogénese, a insulina
provavelmente estimulou a sintese de gordura no tecido hepatico, levando a uma elevagdo no TBARS, mesmo
sem elevar a expressdo do TNF-a. Isso pode ser explicado pelo trabalho de Lee e Fried. (2012) que acreditam que
o TNF-a atue nos adipdcitos causando inflamagdo na tentativa de retirar o excesso de gordura acumulada. Como
nesse estudo a gordura intra-hepatica nao foi exagerada, uma vez que os indicadores de funcdo organica do
figado ndo estavam alterados apds tratamento com insulina, os marcadores pra essa citocina foram normais,
assim como o IL-6, que também tem sua expressao regulada pelo TNF-a (Cuervo-Suarez et al.,, 2003, Makki et al.
2013). Por outro lado, quando associamos melatonina e insulina, esses efeitos adversos ndo foram observados,
sendo ressaltada a capacidade antioxidante da melatonina, inclusive aumentando a concentracao do GSH.

CONCLUSOES
Diante dos resultados, podemos sugerir que a administracdo de melatonina associada a insulina em
animais diabéticos mostrou-se muito eficiente em proteger as altera¢des metabolicas no tecido hepatico, assim, a
melatonina parece ser um adjuvante promissor no tratamento do diabetes, também evitando o possivel
desenvolvimento de resisténcia a insulina em consequéncia ao seu uso continuo.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig.1. Concentracdes sanguineas de glicose nos diferentes tempos e grupos experimentais (mg/dL). (A) -
Glicemia antes da inducdo ao diabetes. (B)- Glicemia ap6s confirmacédo do diabetes. (C)- Glicemia aos 15 dias das
administragdes. (D) - Glicemia aos 30 dias das administra¢des. *Médias seguidas pela mesma letra nio diferem
significativamente entre si pelo teste Anova one-way com post-hoc de Tukey (P<0,05).

Fig.2. Fotomicrografias do parénquima hepatico dos animais dos grupos experimentais. (A) - grupo controle
(GC). (B-C) - grupo diabético (GD). (D) - grupo diabético tratado com melatonina (GDM). (E) - grupo diabético
tratado com insulina (GDI). (F)- grupo diabético tratado com melatonina e insulina (GDMI). Hepatdcitos (seta
dupla). Sinusoéides (S). Veia centrolobuar (VC). Sinuséides dilatados (ponta de seta preta). Microesteatose
(ponta de seta branca). Trombo (*). Necrose massiva (NE). Infiltrado inflamatério (seta preta grossa). Células
bi-nucleadas (seta branca grossa). Vacuolizacdo (seta amarela). Congestio leve (estrela). H.E.

Fig.3. Quantificagdo histoquimica no figado dos diferentes grupos experimentais (pixels). (A)-Quantificacdo de
granulos de glicogénio. Coloracdo: PAS. (B)-Quantificacdo de fibras coldgenas. Coloracdo: Sirius red. *Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Anova one-way com post-hoc de
Tukey (P<0,05).

Fig.4. Imunohistoquimica para a citocina IL-6 no figado dos animais dos grupos experimentais. (A) - grupo
controle (GC). (B) - grupo diabético (GD). (C) - grupo diabético tratado com melatonina (GDM). (D) - grupo
diabético tratado com insulina (GDI). (E) - grupo diabético tratado com melatonina e insulina (GDMI). (F) -
Quantificacdo em pixels do IL-6. *Médias com a mesma letra nio diferem estatisticamente pelo teste de Anova
one-way com post-hoc de Tukey (P<0,05).

Fig.5. Imunohistoquimica para o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) no figado dos animais dos grupos
experimentais. (A) - grupo controle (GC). (B) - grupo diabético (GD). (C) - grupo diabético tratado com
melatonina (GDM). (D) - grupo diabético tratado com insulina (GDI). (E) - grupo diabético tratado com
melatonina e insulina (GDMI). (F) - Quantificagdo em pixels do TNF-o.*Médias com a mesma letra nio diferem
estatisticamente pelo teste de Anova one-way com post-hoc de Tukey (P<0,05).

Fig.6. Quantificacdo do status antioxidante nos diferentes grupos experimentais. (A) - Peroxidacdo lipidica
(nmol/mg de proteina) no figado dos animais dos grupos experimentais. (B) - Mensuracdo de GSH (nmol/mg de
proteina) no figado dos animais dos grupos experimentais. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Anova one-way com post-hoc de Tukey (P<0,05).
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LISTA DE QUADROS E FIGURAS

Quadro 1. Médias + desvio padrao dos valores bioquimicos ao 0 dia experimental

Grupos
Pardmetros GC GD GDM GDI GDMI P
Colesterol Total (mg/dL) 74,07+1,00a 71,03+1,05a 70,70 +0,65a 7147+1,07a 70,77+164a 09433
Triglicerideos (mg/dL) 94,50+ 15a 91,67+2,08a 91,17+104a 91,33+152a 92,00%2,00a  0,9372
HDL (mg/dL) 21,62+0,76a 20,34+038a 20,33+034a 20,38+0,86a 19,98+1,03a 07444
AST (UI/L) 8228+0,62a 8218+180a 8243+15la 81,53+0,75a 81,43+121a 0,9445
ALT (UI/L) 33,10+ 0,65b 57,62+1,54a 57,69+214a 5677+1,10a 5743+066a  0,0180

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas no diferem entre si de acordo com o teste de Anova one-way com post-hoc

de Tukey (P<0,05).

Quadro 2. Médias + desvio-padrao dos valores bioquimicos aos 15 dias experimentais

Grupos
GC GD GDM GDI GDMI P
Colesterol Total (mg/dL) 64,77 +140a 66,00+2,00a 67,30+1,85a 6500+2,03a 68,07+222a 0,8334
Triglicerideos (mg/dL) 61,50+ 1,50c 86,50+195a 74,27+1,64b  7580+152b 73,07+2,68b 0,0291
HDL (mg/dL) 20,55+0,42a 19,32+1,63a 2252+0,52a 21,60+1,0la 21,08+0,80a 0,7213
AST (UI/L) 72,77 £2,04c  154,2+3,13a 112,5+2,24b  1184+3,46b 117,2+3,21b 0,0021
ALT (UI/L) 36,20+ 1,15d 108,8+1,55a 80,47+293b 77,13+1,80b 54,14+1,57c 0,0198

*Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Anova one-way com post-hoc de

Tukey (P<0,05).
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Quadro 3. Médias + desvio-padrao dos valores bioquimicos aos 30 dias experimentais

Grupos
GC GD GDM GDI GDMI P
Colesterol Total (mg/dL) 66,00+2,08c 85,40+2,13b 64,33+2,79¢c 97,13+1,20a 64,40 + 1,63c 0,0183
Triglicerideos (mg/dL) 73,28+ 2,64c 152,4+2,38a 73,83+3,25¢c 123,3+3,29b 68,00 £+ 3,51c 0,0258
HDL (mg/dL) 21,40+ 0,44b 13,46+0,58c 27,35+1,05a 19,86+2,37b 20,71 +3,87b  0,0331
AST (UI/L) 104,9+1,62b  254,1+3,52a 107, 8,54b 108,4+1,51b 103,00+2,54b 0,0327
ALT (UI/L) 46,00 +1,27b  461,3+3,05a 48,17+2,86b 53,38 £ 4,04b 47,67 £1,57b  0,0243
*Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Anova one-way com post-
hoc de Tukey (P<0,05).
Quadro 4. Médias + desvio padrao dos hepatocitos, sinuséides, veia centrolobular, espaco porta, veia
hepatica e células de Kupffer no figado dos animais dos grupos experimentais.
Grupos
Pardmetros GC GD GDM GDI GDMI P
Hepatdcitos 70,76 + 22,68a 35,88+ 13,32b  69,29+11,76a  60,35+11,05a 66,88+9,73a 0,0033
Sinusédides 16,76 + 4,88b 32,76 £ 2,23a 18,82 + 7,28b 21,24 +5,84b 20,82+5,24b 0,0001
Veia Centrolobular 8,82 + 3,38a 9,23 +£4,01a 5,70 £ 2,54a 7,11 £ 2,23a 570+2,29a 0,0725
Espaco Porta 5,47 £ 2,93a 7,23 +£4,17a 3,52+1,42a 3,76 + 1,53a 429+139a 04147
Veia Hepatica 3,11+ 3,27a 7,76 + 4,65a 2,70 + 2,76a 3,70 £ 2,22a 2,35+1,35a 0,4160
Células de Kupffer 2,88 £ 0,37a 3,00 £ 0,29a 3,87 £0,15a 2,87 £0,27a 2,72+0,17a  0,3892

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem entre si de acordo com o teste de Anova one-way com
post-hoc de Tukey (P<0,05).
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