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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um grande problema de saude publica, que afeta cerca de 463
milhdes de pessoas no mundo e pode alcangar 700 milhdes de pessoas até 2045. A nefropatia
€ uma das complica¢des microvasculares do diabetes e a maior causa de insuficiéncia renal.
Uma vez que a ativacdo do receptor AT1 pela angiotensina Il causa vasoconstricdo da artéria
aferente, e que o acumulo de produtos finais de glicacdo avancada (AGES) causam
glicotoxicidade intracelular de células mesangiais, podocitarias e tubulares, foi avaliado se o
tratamento combinado de olmersatana (OLM) e piridoxamina (PYR) € capaz de melhorar a
nefropatia diabética quando comparado aos tratamentos isolados. Para isto, o diabetes mellitus
experimental foi induzido em 50 camundongos C57BL/6 pela administracéo de estreptozotocina
(50 mg/kg/dia via intraperitoneal por 5 dias). Os animais foram divididos em cinco grupos:
controle, diabéticos, diabéticos tratados com OLM (20 mg/Kg/dia), diabéticos tratados com PYR
(400 mg/Kg/dia) e diabéticos tratados com OLM e PYR (20 mg/Kg/dia e 400 mg/Kg/dia,
respectivamente) Os tratamento durou 16 semanas. Como resultado, os camundongos que
receberam STZ desenvolveram hiperglicemia e doenca renal, diminuicdo de peso, polilria,
polidipsia, polifagia, e albumindria, além de aumento de frutosamina, ferro, uréia e fosfatase
alcalina na urina, diminui¢do da atividade de catalase no rim e aumento de excregédo dos AGEs
na urina. Histologicamente, houve aumento de area glomerular e do espaco de Bowman. O
tratamento com OLM atenuou a albuminuria e atenuou o declinio da fungéo renal, uma vez que
o OLM melhorou a polidipsia, polifagia, politria, marcadores bioquimicos de disfuncdo renal e
parametros histologicos, apesar de ndo apresentar acao sobre a fosfatase alcalina, uréia, ferro,
frutosamina e acido urico. O tratamento isolado com PYR melhorou a maioria dos parametros
alterados pela doenca, entre eles a ingestdo alimentar, ingestdo hidrica, volume urinario,
creatinina sérica, excrecao de albumina na urina, ACR, AGEs no tecido renal e urina, ureia na
urina e todos os parametros morfolégicos analisados, contudo sem efeito sobre a fosfatase
alcalina, ferro, frutosamina e acido arico. O tratamento combinado (PYR e OLM) melhorou a
polifagia, polidipsia e polidria comparado aos animais diabéticos sem tratamento, entretanto nédo
houve diferenca comparado a cada tratamento isolado. Os parametros histolégicos e
bioquimicos (creatinina no soro, albumina na urina, ACR e uréia) também apresentaram
melhorara em relacdo aos animais diabéticos sem tratamento, mas ndo em relacdo aos animais
em tratamento isolado. Tanto PYR quanto OLM néo influenciaram a excrecao de AGESs na urina.
Esses dados nos levam a concluir que o tratamento combinado ndo ofereceu efeitos benéficos
adicionais quando comparado aos tratamentos isolados, e que o tratamento que mais ofereceu
beneficios foi o tratamento isolado com PYR nos parametros metabdlicos, morfolégicos e de
funcao renal



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a major public health problem, affecting about 463 million people
worldwide and can reach 700 million people by 2045. Nephropathy is one of the microvascular
complications of diabetes and the major cause of kidney failure. Since activation of AT1 by
angiotensin Il causes vasoconstriction of the afferent artery, impairing renal hemodynamics, and
the accumulation of advanced glycation end products (AGES) cause intracellular glycotoxicity of
mesangial, podocyte and tubular cells, it was assessed whether the treatment combination of
olmersatan (OLM) and pyridoxamine (PYR) was able to confer superior improvement in diabetic
nephropathy parameters when compared to isolated treatments. Experimental diabetes was
induced in 50 C57BL/6 mice by the administration of streptozotocin (intraperitoneal route, 50
mg/kg/day, 5 days). The animals were divided into five groups: control, diabetics, diabetics treated
with OLM (20 mg/Kg/day), diabetics treated with PYR (400 mg/Kg/day) and diabetics treated with
OLM and PYR. (20 mg/Kg/day e 400 mg/Kg/day). The animals were treated for 16 weeks. The
results of the present study showed that C57BL/6 mice that received STZ administration
developed a model of diabetes with kidney disease, with hyperglycemia, weight loss, polyuria,
polydipsia, polyphagia, and albuminuria, in addition to an increase in fructosamine, iron, urea and
alkaline phosphatase in the urine, in addition to decreased catalase activity in the kidney, and a
significant increase in the excretion of AGEs in the urine. Histologically, we demonstrated that
there was an increase in the glomerular area and Bowman's space. Treatment with OLM
attenuated albuminuria and decreased the decline in renal function, since treatment with OLM
offered an improvement in polydipsia, polyphagia, polyuria, biochemical markers of renal
dysfunction, as well as in Bowman’s space area, however there was no change in other
parameters including alkaline phosphatase, urea, iron, fructosamine and uric acid. Regarding the
isolated effect of PYR, we observed that there was a significant improvement in most parameters
altered by the disease, including food intake, water intake, urinary volume, serum creatinine,
excretion of albumin in the urine, ACR, AGEs in the renal tissue, AGEs in the urine, urea in the
urine, and in all morphological parameters. However, there was no change in the levels of alkaline
phosphatase, iron, fructosamine and uric acid in the group treated with PYR. Regarding the
treatment with PYR and OLM, we showed that there was improvement in polyphagia, polydipsia
and polyuria, when compared with diabetic animals without treatment, however there was no
difference when compared with the isolated treatments. Histological and biochemical parameters
such as serum creatinine, urine albumin, ACR and urea also improved in relation to diabetic
animals, but not in relation to isolated treatments. PYR and OLM did not influence the excretion
of AGEs in the urine. These data lead us to conclude that the combined treatment did not offer
additional beneficial effects when compared to the isolated treatments, and that the treatment that
offered the most benefits was the isolated treatment with PYR, in metabolic parameters, renal
and morphological function.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Defini¢des e classificagao

O Diabetes mellitus (DM) € um termo comum utilizado para distirbios metabdlicos
heterogéneos que tem como principal caracteristica a hiperglicemia (1). Segundo a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), o diabetes se tornou uma das doencgas crénicas mais comuns em todo
o mundo e um importante problema de saude publica (2). No diabetes, a hiperglicemia pode
ocorrer por deficiéncia na secrecdo de insulina ou na acdo da insulina ou por ambos e esta
relacionada a lesdes de longo prazo, disfungéo e falha de diferentes 6rgdos como, por exemplo,
a retina, rins, nervos, coracgéo e disfungdo em vasos sanguineos (3,4).

Existem dois mecanismos principais relacionados ao desenvolvimento do DM, entre eles:
(a) o dano autoimune das células  do pancreas, que leva desde a deficiéncia de insulina até um
desequilibrio que resulta em resisténcia a acao da insulina (5); e (b) a acdo alterada da insulina
gue altera o metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas nos tecidos alvo (4).

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes (ADA), o DM pode ser classificado em
diabetes tipo 1 (DM1), diabetes tipo 2 (DM2), diabetes gestacional (DG), diabetes monogénica
(que incluem diabetes neonatal e a diabetes da maturidade de inicio no jovem (MODY — do inglés
Maturity Onset Diabetes of the Young), doencas do pancreas exoécrino (diabetes relacionado a

fibrose cistica e diabetes pancreatogénica) ou diabetes induzida por drogas (Tabela 1.1) (6).



Tabela 1.1: Classificacdo do Diabetes Mellitus segundo a Associacéo Americana de Diabetes (ADA). Fonte: (6).

Tipo Descrigéo

Diabetes tipo 1 Causado pela destruicdo de células beta por
mecanismos autoimunes, geralmente levando a
deficiéncia absoluta de insulina.

Diabetes tipo 2 Causada pela diminuicdo progressiva da secrecao
de insulina, frequentemente associada a resisténcia
a insulina.

Diabetes gestacional Diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre de

gravidez, sem diagnostico prévio de diabetes antes
da gestacao.

Diabetes monogénica Existem dois subgrupos: diabetes da maturidade de

inicio no jovem (MODY) e diabetes neonatal.

Doenca do pancreas exocrino Causada por pancreatite, fibrose cistica ou outros
disturbios do pancreas.

Quimica ou induzida por drogas Causado por glicocorticoides, medicamentos para
HIV/SIDA, medicamentos para transplante de
orgaos.

Diabetes Mellitus do tipo 1: Doenga autoimune cronica, caracterizada pela destruigéo das células

B pancreéticas por parte do sistema imune do préprio individuo, causando deficiéncia na
producédo de insulina e hiperglicemia (7). Essa doenca era reconhecida exclusivamente como
uma doenca autoimune, mas, atualmente, vem sendo discutido que a mesma pode resultar da
interacdo complexa de diversos fatores, dentre eles metabolismo, genoma, sistema imune,
fatores ambientais (8,9). Apesar de ser mais prevalente em criancas e jovens, a doenca pode

ocorrer em qualquer idade (10).

Diabetes Mellitus do Tipo 2: Os fatores ambientais sdo os principais influenciadores na

fisiopatologia da DM2, mas a predisposi¢cdo genética também influencia. Ela é caracterizada por
resisténcia a insulina, que esta intimamente associada a obesidade, e menos ligada as células
B pancreéticas (11,12). E mais comum em adultos, porém, um grande nimero de criancas e
adolescentes séo afetados de acordo com a Organizacdo mundial da saude (OMS). Sabe-se que
o principal fator para o comprometimento ao longo do tempo da secrecdo de insulina pelas
células B pancreédticas estd baseada na resisténcia a insulina pré-existente no musculo
esquelético, figado e tecido adiposo, a qual estimula uma disfuncao relativa das células B
pancreatica por diferentes vias (12,13). A DM2 é negligenciada por muito tempo até ser

diagnosticada, pois, no inicio, os sintomas ndo sdo percebidos, e, com evolugdo da doenga o0s



pacientes apresentam um risco aumentado de desenvolver complicagbes macrovasculares
(como ataque cardiaco e acidente vascular encefalico) e microvasculares (incluindo retinopatia,

nefropatia e neuropatia) (14).

Diabetes Gestacional (DG): Essa condi¢éo é definida quando ocorre a deteccéo de hiperglicemia

pela primeira vez durante a gestacdo e é considerada a complicacdo médica mais comum
durante a gravidez (15). Macrossomia fetal, distdrbios metabdlicos neonatais, risco aumentado
de desenvolvimento de diabetes e obesidade durante o crescimento sao resultados adversos

gue estéo relacionados a DG (16).

Diabetes Monogénica: Apresenta basicamente dois subgrupos, diabetes neonatal e MODY. A

diabetes neonatal é desenvolvida antes dos 6 meses de vida e, anteriormente, era classificada
como transitoria (desenvolvimento acontece nas primeiras semanas de vida e desaparece com
alguns meses de idade) ou como permanente, mas, atualmente, € possivel a definicdo genética
e ja se sabe que existem 23 diferentes causas genéticas de diabetes neonatal (17,18) MODY é
diagnosticada precocemente, geralmente antes dos 25 anos de idade, e € caracterizada por uma
forma de diabetes hereditaria autossémica dominante, ndo dependente de insulina, que reflete
um grupo heterogéneo de distarbios causados por mutagcdes em genes importantes para o

desenvolvimento, funcéo e regulacédo das células B pancreaticas (18,19)

Doenca do Pancreas Exoécrino (DPE): Sabe-se que qualquer processo que cause dano ao

pancreas pode levar a DM, esses processos sdo: trauma, pancreatite, infeccdo, cancer e
pancreatectomia. Para que desenvolva a DM, a destruicdo tem que ser relativamente extensa, o
que causa uma perda na massa de células B (20,21) A DPE geralmente é classificada pelos

médicos como DM2 e raramente como DPE (22).

Quimica ou induzida por drogas: Alguns medicamentos causam danos no processo de secre¢ao

de insulina ou até mesmo podem alterar a acao da insulina. Dentre eles estéo os glicocorticoides,
horménios da tirebide, tiazidas, agonistas a e B adrenérgicos, acido nicotinico e pentamidina. No

entanto, as reacfes a essas drogas sao raras (23,24)

Classificar a DM dentre os diferentes tipos esta cada vez mais complexo, devido a
heterogeneidade entre os tipos e os diversos fatores que podem influenciar o seu

desenvolvimento e progresséo (6) (Fig.1.1).
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Figura 1.1: Heterogeneidade da diabetes: tipos e fatores. Fatores genéticos e ambientais, e sua interacao,
influenciam multiplos mecanismos (por exemplo, autoimunidade, reducdo da massa de células B, defeitos na
secrecao de insulina, inflamacao, barreiras aos cuidados de salide) que podem contribuir em grau variavel para o
desenvolvimento e progressao do diabetes em cada individuo. Esta variabilidade individual leva a heterogeneidade
dentro dos tipos de diabetes (por exemplo, diabetes tipo 1 de inicio muito precoce, diabetes tipo 2, MGD e outros).
Fonte: (6).

1.1.2 Epidemiologia

Segundo dados publicados no Atlas de Diabetes da Federacao Internacional de Diabetes
(IDF), em 2019, existiam 463 milhdes de adultos (20-79 anos) com diabetes em todo o mundo e
dentre esses, 16,8 milhdes eram brasileiros. Nesse mesmo ano, o Brasil ocupava a 52 posicéo
global em nimero de adultos com diabetes. A IDF estima que 578 milhdes de adultos terdo
diabetes no ano de 2030 e, no ano de 2045, serdo 700 milhdes (25).

Dos 463 milhdes de individuos que vivem com diabetes, metade ndo sabem que sao
portadores dessa comorbidade, estando assim mais suscetiveis a desenvolver complicacdes
mais graves (25). O diabetes é uma doenca que pode causar iniumeras complicacdes ao
individuo, principalmente quando o controle da doenca néo é feito ou ndo € adequado, e essas
complicacBes podem ser classificadas em agudas ou crbénicas. As complicacdes agudas podem
ser hipoglicemia, hiperglicemia, cetoacidose diabética ou sindrome hiperosmolar ndo cetética.
As complicagbes cronicas incluem a retinopatia, neuropatia, incidéncia aumentada de doenca

cardiovascular e nefropatia (26,27).



1.2 Nefropatia diabética

1.2.1 Definig&o

A nefropatia diabética (ND) € uma das principais causas de doenca renal em estagio
terminal em todo o mundo, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento (28). E
caracterizada pela presenca de quantidades patoldégicas de albumina na urina, lesGes
glomerulares diabéticas e reducao da taxa de filtragcdo glomerular (TFG) (29). Essa complicacéo
microvascular se desenvolve em aproximadamente 30% dos pacientes com DM1 e em
aproximadamente 40% dos pacientes com DM2 (30).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que a etnia, a histéria familiar, o diabetes
gestacional, a pressao arterial elevada, a dislipidemia, a obesidade e a resisténcia a insulina séo
0s principais fatores de risco para a ND (31). Outros fatores de risco incluem nivel elevado de

hemoglobina glicada (HbAlc), pressao sistolica elevada, proteinuria e tabagismo (32).

1.2.2 Fisiopatologia

A ND é uma consequéncia do diabetes mellitus, pois as alteracdes na homeostase
glicémica podem levar a alteracdes funcionais e estruturais nos rins em quatro estagios:
hipertrofia glomerular e aumento da taxa de filtracdo glomerular (TFG), com normoalbuminuria
(primeiro estagio), expansdo mesangial, espessamento da membrana basal e microalbuminuria
(segundo estagio), diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), proteinuria e

glomeruloesclerose (terceiro estagio) e por fim, a nefropatia terminal (33) (Fig. 1.2).



Figura 1.2: LesBes patologicas na Nefropatia Diabética. O glomérulo normal saudavel inclui arteriolas aferentes,
alcas capilares, células endoteliais, membrana basal, podécitos, células epiteliais parietais e células epiteliais
tubulares e é impermeavel a albumina. Em contraste, o glomérulo diabético exibe hialinose arterial, expansao
mesangial, deposicdo de colageno, espessamento da membrana basal, perda e hipertrofia de podocitos,
albumindria, atrofia epitelial tubular, acimulo de miofibroblastos ativados e matriz, influxo de células inflamatérias e

rarefacdo capilar. Fonte : (34).

Ja foi demonstrado que alteragcdes no metabolismo intracelular através de diversas vias
levam ao desenvolvimento da ND. Dentre elas estdo a ativacdo das vias do sorbitol, proteina
guinase C (PKC), a formacao de produtos finais de glicacdo avancada (advanced glycation end
products, AGES) e hipertensao intraglomerular induzida por hiperfiltracdo glomerular (36).

Em condi¢cbes normais, a glicose é metabolizada para liberar dioxido de carbono e
energia. Quando a glicose esta em alta concentracédo na célula, a aldose redutase converte a
glicose em sorbitol, que por sua vez se acumula nos tecidos, sobretudo nos tubulos renais e nos
glomérulos (37). O aumento do sorbitol pode causar leséo tecidual, por danos osmoticos, e
depleta 0 meio intracelular de mioinositol, o0 que consequentemente aumenta 0s niveis de
diacilglicerol (DAG). O DAG é o principal ativador enddgeno da via da PKC, que também esta
envolvida na patogénese da ND. A reacao da aldose redutase utiliza como cofator a nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato (NADPH) e consequentemente reduz o nivel de glutationa, enquanto
a reacao catalisada pela sorbitol desidrogenase depende de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD+), para converter sorbitol em frutose. A deplecdo de cofatores de NADPH e NAD+
comprometem o sistema de defesa antioxidante com a diminuicdo de glutationa, alterando o

equilibrio redox (38).



Niveis elevados de frutose sdo responsaveis também pela formacao de AGEs (39). Alguns
estudos mostraram uma diminui¢do na excrec¢do urinaria de albumina em animais que receberam
inibidores da aldose redutase, mas em humanos esses agentes ndo foram amplamente
estudados e os resultados sao inconclusivos (40).

O papel da PKC na inducéo e progressao da ND € por meio de um mecanismo complexo
gue envolve suas isoformas (PKC-a, PKC- e PKC-¢) (41). Essas isoformas tém sido implicadas
como mediadoras de fibrose renal e expansdo mesangial, através da suprarregulacdo da
expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em células mesangiais, bem como
fator de crescimento transformador-B (TGF-B), colageno tipo IV, laminina e fibronectina nos
glomérulos. A expressao induzida por hiperglicemia de algumas subunidades de NADPH oxidase
em células mesangiais ocorre de forma dependente de PKC, e o estresse oxidativo renal
impulsionado por NADPH oxidase estimula a expansdo mesangial e albumindria, aumentando a
expressdo de fibronectina e colageno do tipo 1 no rim, sendo o TGF-B1 a principal citocina
“fibrogénica” in vivo (42,43).

Outra via envolvida na patogénese da ND é a via da hexosamina. A glicose intracelular
em excesso € desviada parcialmente para a via da hexosamina, e entdo a enzima glutamina
frutose-6-fosfato aminotransferase (GFTA) converte a frutose-6-fosfato em N-acetilglucosamina-
6-fosfato. O N-acetilglucosamina-6-fosfato € entdo convertido em N-acetilglucosamina-1,6-
fosfato e UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc). A UDP-GIcNAc serve como substrato para a
O-GIcNAc transferase (OGT), uma enzima citosoélica e nuclear que catalisa uma modificacao
reversivel da proteina O-GIcNAcilacdo que altera a expressao génica fatores de transcricao (44).
Na ND, a ativacdo da NF-kB via fluxo da via hexosamina leva a ativacdo de genes pro-
inflamatorios (45). O-GlcNAcilacéo leva ao aumento da expressédo do TGF-B1 e do inibidor do
ativador do plasminogénio-1 (46), levando a expansao da matriz renal (47). Na ND, a O- GIcNAc
transferase aumenta e consequentemente eleva em duas vezes ou mais a O- GlcNAcilacdo de
proteinas do citoesqueleto, incluindo a B-actina, junto com alteracdes morfolégicas nos
glomérulos e tabulos proximais (48).

Diversos autores discutem o papel dos AGEs na etiologia da ND (49). Os AGEs podem
ser ingeridos através da alimentacdo exogenamente (50,51), ou serem produzidos
endogenamente (52). Os AGEs sdo formados por reacdes ndo enzimaticas entre glicose
redutores ou lipidios oxidados e proteinas, que se inicia com a formacdo de uma base de Schiff,
um produto instavel formado pela reacéo entre um grupo carbonila da glicose e um grupo amina
de uma proteina. Posteriormente, a base de Schiff sofre rearranjos para formar os produtos de

Amadori que séo estruturas mais estaveis e, posteriormente, os AGEs sao formados (53). Outra



via de formacdo dos AGEs € a via da metilglioxal (MG): o aumento de gliceraldeido-3-fosfato
(G3P) intermediario da via glicolitica leva a aumento de MG, este € um composto do tipo alfa-
dicarbonil altamente reativo que se liga a residuos de arginina, lisina e cisteina o que leva a

formacédo de AGEs enddgenos (Fig. 1.3) (54).
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Figura 1.3: Formacao de produtos finais de glicacdo avancada (AGESs) e o sistema glioxalase. A figura ilustra
a formacédo e desintoxicacdo do metilglioxal (MG), um subproduto glicolitico que é formado a partir de glicose ou
frutose. Subprodutos glicoliticos derivados endogenamente (por exemplo, MG) ou seus AGEs derivados (por
exemplo, Ne-carboxietil-lisina [CEL] e hidroimidazolona derivada de metilglioxal [MG-H1]) levam a uma variedade
de doencas que afetam diferentes 6rgdos (como cérebro, coracao, retina, rins, pulmdes) que complicam com a
idade. Além de fontes enddgenas, como glicose ou fosfato de dihidroxiacetona derivado de frutose (DHAP) (formado
durante a glicdlise), fontes dietéticas exdgenas, como alimentos cozidos em calor seco, apresentam alto teor de
AGEs. A desintoxicacdo de MG ocorre via glutationa (GSH) - dependente da via da glioxalase mediada por duas
enzimas mitocondriais: glioxalase 1 (GLO1) e glioxalase 2 (GLO2), que eventualmente converte MG em &acido
lactico. Alternativamente, o MG também pode ser convertido em acido latico em uma Unica etapa mediada por uma
enzima citosélica, a glioxalase 3 (GLO3) independente de GSH, um ortélogo de mamifero da proteina DJ1/PARK?Y.
Fonte: (55).

O aumento de AGEs estd associado a alteracdes estruturais renais que levam a
progressdo da ND, seguida por um aumento adicional na concentracao de AGEs (56). Além do
dano vascular, foi demonstrado que a ligacdo de AGE ao seu receptor (RAGE) estimula o
desenvolvimento da glomeruloesclerose e promove a ativacdo dos poddécitos no curso da

nefropatia diabética (57). Quase todas as estruturas renais sao suscetiveis aos acumulo e danos
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por AGEs, incluindo membranas basais, células mesangiais e endoteliais, poddcitos e tubulos
renais (58).

Além disso, o desequilibrio na resisténcia arteriolar aferente e eferente também é um fator
primordial na fisiopatologia da ND e resulta em aumento da presséo hidrostatica glomerular e
hiperfiltracdo. A ativacédo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) aumenta os niveis
de angiotensina Il, levando a vasoconstricdo arteriolar eferente e producdo de moléculas pro-
inflamatdrias e pro-fibréticas, por meio de multiplos mecanismos. Niveis elevados de enzima
conversora de angiotensina (ECA) estédo associados a maior albuminuria e nefropatia em animais
e pessoas afetadas pelo diabetes (59,60).

Todas as vias interagem em uma cascata de mecanismos moleculares complexos,
resultando nos principais componentes patogénicos da ND, que consistem em fibrose renal,
expansdo mesangial, hipertrofia glomerular, estresse oxidativo e inflamac&o tubular (61).
Atualmente, essas vias sao os principais alvos para tratamento e prevencéo da ND.

Alguns autores relatam que a disfuncdo endotelial € um fator chave no desenvolvimento
da ND, levando assim a hipotese de que a natureza heterogénea da lesdo glomerular observada
em pessoas com diabetes pode ser explicada pela extensao da lesdo endotelial (62). Bangstad
et al. encontraram uma associacdo entre a proporcdo de dimetilarginina assimétrica:L-arginina
(um marcador de disfuncéo endotelial) com leséo tubulointersticial em pacientes com DM1 (63).
Da mesma forma, Shibata et al. demonstraram que a disfuncdo endotelial poderia ser
responsavel pela lesédo tubulointersticial observada em ratos com diabetes induzido por
estreptozotocina (64). Um mecanismo pelo qual a disfuncdo endotelial pode induzir leséo
tubulointersticial € o vazamento de plasma de capilares peritubulares lesionados, provocando

uma resposta inflamatoria tubulointersticial (65,66).

1.2.3 Diagna@stico

A maioria das diretrizes recomenda o rastreamento da ND utlizando a relacéo
albumina/creatinina (ACR) na urina (Tabela 1.2) na primeira urina da manha (preferencial) ou em
amostras aleatoérias. Um resultado anormal é repetido uma ou duas vezes durante alguns meses
para consisténcia. Este parametro, junto com a TFG estimada (eTFG) € utilizado para a uma

avaliacdo da funcao renal, e diagnéstico de doenca renal crénica (DRC) (67).



Tabela 1.2; Estagios da nefropatia diabética de acordo com os niveis de albumina urinaria.

Estagios da nefropatia Urina ACR Albumindria (urina de 24 h)
Normal <2 < 30 mg/dia
Microalbuminuria 2-20 30-300 mg/dia
. . > 20 > 300 mg/dia
Nefropatia evidente > 67 > 1000 mg/dia

O uso rotineiro de biépsia renal para confirmar ND é muito debatido. Um estudo buscou
determinar a utilidade da biépsia renal em pacientes com diabetes e a previsibilidade do
diagnéstico ND versus doenca renal ndo diabética (NDRD) a partir de dados clinicos e
laboratoriais. Os autores viram que 43% das bidpsias com ND demonstraram necrose tubular
aguda sobreposta. Assim, uma biopsia renal é til para excluir leséo tubular aguda e doencas
passiveis de terapia especifica (68).

Tradicionalmente, os biomarcadores sdo utilizados com base em sua capacidade de
prever o inicio ou monitorar a progressao da ND. Diferentes biomarcadores estdo associados
com lesdes na estrutura renal e/ou declinio na funcdo renal no DM, dentre esses existem
marcadores urinarios (como, albumina, cistatina C, glicosaminoglicanos e fibronectina) e
marcadores de soro/plasma (bilirrubina, apolipoproteinas, acido urico, entre outros) (Tabela 1.3)
(69).

Tabela 1.3: Biomarcadores associados com lesdes na estrutura renal e/ou declinio na fungéo renal no diabetes

mellitus tipo 1 e tipo 2. Fonte: (69).

Marcadores urinarios Marcadores de soro/plasma
Excrecdo de albumina urinaria Bilirrubina
Relacao albumina/creatinina Copeptina
Alfa-1 microglobulina Lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos
Transferrina Cistatina C
Angiotensinogénio Proteina 1 semelhante a quitinase-3
Molécula de lesdo renal-1 Apolipoproteinas
Haptoglobina Proteina reguladora de redox p66Shc
Glicosaminoglicanos Bilirrubina

Marcadores de poddcitos (nefrina e podocalixina)  Acido Grico
Aquaporinas urinarias Interleucina-19

Produtos finais de glicacdo avangada urinarios Fator de diferenciacao de crescimento-15
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1.2.4 Epidemiologia

A mortalidade de individuos com ND € aproximadamente 30 vezes maior do que a de
pacientes diabéticos sem nefropatia e a grande maioria dos pacientes com ND morrerdo de
doenca cardiovascular antes de atingirem o estéagio terminal da doencga renal (70).

Como o numero total de pessoas com diabetes estd estimado a aumentar
substancialmente até 2050, a prevaléncia de ND aumentara dramaticamente, com aumento

concomitante na mortalidade cardiovascular associada e doenga renal terminal (71).

1.3 Sistema renal

O sistema renal é composto pelos rins, ureteres e uretra e tem como fungéo principal a
filtracdo do sangue, o0 que permite a excrecao de produtos residuais como metabdlitos e ions em
excesso, mantendo as substancias essenciais no sangue (72). O rim € um orgéao localizado na
regido abdominal no espaco retroperitoneal, em humanos, e pesa em torno de 150 gramas.
Anatomicamente, sua margem medial € concava e conhecida como hilo, e por ela passam a
artéria e veias renais, vasos linfaticos, nervo renal e o ureter, que é responsavel por levar a urina
do rim para a bexiga. Além disso, ele é revestido por uma capsula fibrosa que tem como funcéo
a protecdo de estruturas mais internas (73). A medula renal é a regido mais interna e o cortex
renal a camada mais externa. A medula renal contém cerca de oito a 10 piramides renais em
formato de cones. A base das piramides renais esta localizada no limite das regides cortical e
medular e termina na papila renal, que esta intimamente associada a pelve renal, desembocando
no ureter (Fig. 1.4) (73).
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Renal sinus
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Renal artery
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Renal pyramid in renal
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Figura 1.4: Anatomia das principais partes do rim, demonstrando, a cdpsula renal, o cortex, a medula, e as

principais veias e artérias renais. Fonte: (73).
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A microcirculacdo renal € complexa e desempenha um papel importante no fornecimento
de oxigénio ao rim e garante a filtragdo do plasma sanguineo, troca eletrolitica e reabsor¢éo de
adgua. Nela estdo envolvidos dois sistemas capilares: o sistema capilar glomerular e o sistema
capilar peritubular. O sistema capilar glomerular é encontrado dentro do glomérulo, responséavel
pela TFG, que é conduzida pela presséo de filtracdo (dentro da cipsula de Bowman e pressao
hidrostéatica). O sistema capilar glomerular termina com a arteriola eferente. O leito capilar
peritubular emerge dessa arteriola e envolve todos os tubulos. Na medula renal, ele se torna o
vasa recta para criar o sistema de troca contracorrente, junto com a al¢ca de Henle posicionada
de forma paralela. O papel do sistema de troca contracorrente é manter o gradiente osmético
corticomedular para concentrar o ultrafiltrado (Fig. 1.5) (74).
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Figura 1.5: Circulacdo e microcirculagéo renal: Imagem representativa dos vasos pré-glomerulares renais (A),

vasos glomerulares e tdbulos (B). Fonte: (74).

O fluxo sanguineo para o rim € em média 20% do débito cardiaco. O sangue entra no rim
através das artérias renais e passa por ramos seriais (interlobar, arqueado e interlobular) antes
de entrar nos glomérulos pelas arteriolas aferentes. A por¢cao do plasma nao filtrada através da
parede capilar glomerular sai dos glomérulos através das arteriolas eferentes e entra nos
capilares pos-glomerulares. No cértex renal, esses capilares correm em oposi¢cado aos tubulos
adjacentes, embora ndo necessariamente aos segmentos tubulares do mesmo glomérulo. Além
disso, os ramos das arteriolas eferentes dos glomérulos justamedulares entram na medula e
formam os vasos capilares retos. A microcirculacéo renal afeta a formacéo da urina da seguinte
maneira: (1) a TFG é um importante determinante da excrecao de soluto e agua; (2) os capilares
peritubulares no cértex retornam solutos reabsorvidos e agua para a circulacdo sistémica e

podem modular o grau de reabsorcgéo e secrec¢éao tubular proximal; e (3) os capilares na medula
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renal retornam o sal reabsorvido e a agua para a circulacao sistémica e participam do mecanismo
de contracorrente, permitindo a conservacao da agua pela excrecao da urina hiperosmotica (75).

O endotélio é a camada fina que reveste a superficie interna dos vasos sanguineos e
vasos linfaticos (76) e é conhecido por ser um alvo primario no processo de varias doencas
renais, incluindo a nefrite glomerular, vasculite, nefrite lUpica, pré-eclampsia, sindrome
hemolitico-urémica, insuficiéncia renal aguda isquémica, rejeicdo de transplante renal e doenca
renal cronica progressiva (77). O rim possui uma das populacdes de células endoteliais mais
ricas e diversificadas. Essa grande diversidade pode ser explicada por dois motivos. Em primeiro
lugar, o endotélio renal contribui para a capacidade de transporte diferencial entre os varios
segmentos do néfron e em segundo lugar, o endotélio deve resistir a extremos ambientais
incomparaveis em niveis de oxigenacdo e osmolalidade (78,79).

A disfuncao endotelial desempenha um papel importante na patogénese da ND (80)e uma
a correlacao entre o diabetes e a disfuncéo endotelial vascular foi confirmada em varios estudos
(81,82). Ha evidéncias sugestivas de que a disfuncdo endotelial pode até mesmo existir em
individuos com tolerancia normal a glicose e com historico familiar de diabetes (83). Além da
hiperglicemia, a disfuncdo endotelial também pode ser exacerbada pela hipertensdo arterial,
dislipidemia, obesidade, microalbuminuria, inflamacéo e resisténcia a insulina (84). Experimentos
com animais sugerem que a dilatacao da arteriola glomerular aferente € a principal responsavel
pela resposta de hiperfiltracdo, pelo aumento da pressao intraglomerular e fluxo sanguineo renal
(85). A hiperfiltracdo renal tem sido proposta como um fator comum no diabetes precoce
associado a disfuncéo vascular, que pode eventualmente levar a um declinio da funcéo renal e
ao desenvolvimento de glomeruloesclerose e fibrose tubulointersticial (86). A disfuncao endotelial
também diminui a capacidade antiaterogénica das células endoteliais, contribuindo assim para a
disfuncéo renal (87). A patogénese da lesdo de CE no diabetes € um processo complicado, com

diversas vias sendo ativadas e varios mediadores envolvidos (Fig. 1.6).
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Figura 1.6: Patogénese da disfuncdo das células endoteliais renais na nefropatia diabética (ND). A
hiperglicemia, junto com seus metabdlitos e outros estimulos, ativa diversas vias de sinalizagdo e induz varios
fatores de crescimento, citocinas, geracdo de ROS e comprometimento da eNOS, levando a disfuncao renal das
CEs. As células endoteliais lesionadas, por sua vez, podem contribuir ainda mais para a progressédo da ND. RAS:
Sistema renina-angiotensina-aldosterona; GFs: fatores de crescimento; eNOS: éxido nitrico endotelial; AGEs:
produtos finais de glicacdo avancada; RAGE: receptor de AGEs; ROS: espécies reativas de oxigénio; TFG: taxa de

filtracdo glomerular. Fonte: (88).

1.4 Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA)

O SRAA tem papel fundamental no controle da perfusdo tecidual, pressdo arterial e
volume extracelular (89). A ativacdo desse sistema comeca pela sintese e secrecdo do
angiotensinogénio, no figado (90). Esse pré-pro-hormdnio circulante € clivado pela renina, uma
enzima sintetizada e liberada das células justaglomerulares nas arteriolas aferentes renais,
sendo convertido em angiotensina | (ANGI) (91). O decapeptideo intermediario inativo, ANGI, &
posteriormente clivado pela enzima de conversdo da angiotensina (ECA), uma peptidase
localizada na superficie luminal das células endoteliais e do pulmdo, no octapeptideo
angiotensina Il (ANGII) (91). ANGII atua através de dois subtipos de receptor, o receptor AT1 e
o receptor AT2. A ANGII ndo apenas medeia os efeitos fisiologicos imediatos de vasoconstricao
e regulacdo da pressao arterial, mas também esta implicado na inflamacéo, disfuncdo endotelial,
aterosclerose, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca congestiva (92), a ANGII contribui para a
homeostase vascular por seu efeito no volume do fluido extracelular (93). A ANGII estimula o

cortex adrenal a liberar aldosterona, que atua nos rins para aumentar a retencao de Na* e fluidos
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(93). A ANGII também estimula a liberacdo do horménio antidiurético (ADH) pela hipdfise
posterior, fazendo com que os rins aumentem a retencédo de liquidos (Fig.1.7) (94).
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Figura 1.7: O sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA). O SRAA é responsavel pela manutencdo do
equilibrio de sédio e 4gua no sangue e tecidos A renina catalisa a conversédo do angiotensinogénio em angiotensina
I, que é convertida pela enzima conversora de angiotensina (ECA) em angiotensina Il (ANGII). A ANG Il controla a

secrecdo de aldosterona, que estimula aretencdo de Na* e os hormoénios antidiuréticos (ADH) que estimulam
a reabsorcédo de H20 pelo rim. Fonte: (95).

O receptor da angiotensina Il do tipo 1 (AT1), pertence a

superfamilia dos receptores
acoplados a

proteina G (GPCRSs), que uma vez ativada promove uma cascata de sinalizacéo
intracelular que regula varios processos fisioldgicos e patologicos. Sabe-se que patologias como,
por exemplo, a hipertenséo arterial sistémica, doenca arterial coronariana, hipertrofia cardiaca
insuficiéncia cardiaca, arritmia, acidente vascular encefalico, nefropatia diabética e doencas
isquémicas do coracdao e renais estdo relacionados a superestimulacao do receptor AT1 (96,97).
Como resultado, ha estimulagcdo de vasoconstricdo, contracdo de células mesangiais,
reabsorcdo de sal e agua, liberacdo de aldosterona, secre¢cdo de ADH, aumento da atividade
simpatica, expressao de fatores de crescimento, sintese de componentes da matrix extracelular

como o colageno e estimulacdo da liberacdo de aldosterona. Em resposta a ANGII
15
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aumento da presséo intraglomerular e da permeabilidade glomerular, bem como ativacdo da
fibrose e crescimento celular no rim (Figs. 1.8 e 1.9) (98).
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Figura 1.8: Efeitos da ativac@o do receptor AT1 por ANGII. As alteragbes hemodinamicas, vasocontricdo e
liberacéo da aldosterona contribuem no rim para o aumento da presséo intraglomerular, permeabilidade glomerular
e fibrose. Fonte: (98).
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Figura 1.9: Peptideos identificados da angiotensina (ANG) e seus receptores na sinalizacdo de SRAA. Foi
identificado que a pro-renina e a renina se ligam ao receptor (pré) renina. 7) por meio de ECA2 ou ANG Il por meio
de uma aminopeptidase. ANG (1-7) foi identificado por se ligar ao receptor AT2, ao receptor MAS ou ao receptor
MrgD. ANG (1-7) também pode formar alamandina, que se liga ao receptor MrgD. ANG Il liga-se aos receptores
AT1 e AT2. ANG lll pode ser posteriormente clivado em ANG IV que se liga ao receptor AT4. Fonte: (99)

O receptor AT2 medeia efeitos diferentes e muitas vezes opostos aos do receptor AT1. Ele
€ altamente expresso em tecido saudavel e a sua ativacdo previne o desenvolvimento de
processos patoldgicos como inflamacao, ativacdo do sistema nervoso simpatico, morte celular
apoptética, autofagia, fibrose cardiaca e rigidez arterial. Paralelamente, a estimulacdo do
receptor AT2 ativa os mecanismos de defesa do coracdo, como regeneracdo cardiaca,
vasodilatacdo dos vasos da microcirculagcdo coronariana e hipertrofia compensatéria dos
midcitos cardiacos, resultando na diminuicdo do ventriculo esquerdo e melhora funcional do
coracao. No rim, o receptor AT2 € um dos principais componentes que regulam a nefrogénese. A
ativacdo do receptor AT2 reduz a fibrose renal diretamente ou por meio da supressdao da
inflamacédo e pela reducdo do estresse oxidativo. A estimulacdo do receptor AT2 também
promove a natriurese pela via BK/INO/cGMP. Em conjunto, a ativacdo do receptor AT2 melhora
a funcdo renal em doencas renais. A ativacdo do receptor AT2 também € responsavel

indiretamente pela regulacao positiva do receptor Mas (MasR), da atividade da ECA2 e dos niveis
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de Ang-(1-7), que também podem contribuir para os mecanismos de protecdo dos 6rgaos e
tecidos (Fig. 1.10) (100).
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Figura 1.10: Mecanismos envolvendo a protecdo renal mediada pelo receptor AT2 em doencas renais. O
receptor AT2 é um dos principais componentes que regulam a nefrogénese. A expressao do receptor AT2 é elevada
na lesdo renal aguda e reduzida nas doencas renais crénicas. A estimulacdo do receptor AT2 com agonistas
enddgenos (ANGII) ou exdgenos leva a expressdo aumentada do receptor AT2, ECA2, Ang-(1-7) e receptor Mas e
expressado reduzida do receptor AT1, ACE e renina. A ativacao do receptor AT2 reduz a fibrose renal diretamente
ou por meio de mecanismos anti-inflamatérios e reducéo do estresse oxidativo. A estimulagdo do receptor AT2
também promove a natriurese pela via BK/INO/cGMP. Em conjunto, a ativacdo do receptor AT2 melhora a fungdo

renal em doencas renais. Fonte [90].

1.5 Tratamento do Diabetes

O controle do DM é complexo e deve ser efeito através de varias frentes, controlando: a
pressao arterial, a glicemia, a dislipidemia, a hipercolesterolemia e a proteindria. Em estagios
mais avancados, quando ha insuficiéncia renal, a didlise é necessaria e em alguns casos o
transplante renal é a Unica alternativa.

Um bom controle glicémico é eficaz na reducdo das complicagdes microvasculares. Uma
meta-analise mostrou que o controle intensivo da glicose no sangue a longo prazo tem efeitos
benéficos na progressdo da microalbuminuria para normoalbumindria em pacientes com DM1

(101). Em outro estudo, com individuos com DM2 recém diagnosticada, mostrou-se que 0s
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pacientes que receberam tratamento intensivo para o controle da glicemia tinham menos
probabilidade de desenvolver insuficiéncia renal (102).

Alguns medicamentos podem conferir efeitos benéficos independentemente da reducgéo
da glicose, como os inibidores dos receptores ativadores de proliferacdo peroxissomal do tipo
gama PPAR-y, como a pioglitazona e a rosiglitazona, que demonstraram efeitos anti-fibréticos e
anti-inflamatoérios nos rins de ratos diabéticos (103,104). No DM2, a adicéo de rosiglitazona ao
tratamento com metformina por 32 semanas reduziu a albuminuiria e a pressdo arterial,
independentemente do controle glicémico (105). Os inibidores da gliptinas ou dipeptidil peptidase
4 (DPP-4) mostraram propriedades anti-inflamatorias e anti-apoptoticas em modelos de ND
(106). No DM2, o tratamento com sitagliptina por seis meses reduziu a albumindria
independentemente da modulagcéo da HbA1c (107). Em um estudo com a alogliptina em DM2, os
pesquisadores mostraram uma reducdo no estresse oxidativo, mas nenhuma alteracdo na
funcao renal (108). Por ultimo, os inibidores do co-transportador de sodio e glicose (SGLT-2),
como a empagliflozina, podem reduzir a hiperfiltracdo glomerular por seu efeito no feedback
tubuloglomerular (109).

O tratamento da hipertenséo arterial sistémica € considerado um componente importante
no manejo clinico dos pacientes. A evidéncia disso foi observada no estudo Prospectivo de
Diabetes do Reino Unido (UKPDS), onde a reducéo da pressao arterial sistolica foi associada a
uma diminuicdo na incidéncia de complicacdes decorrentes do diabetes (110). Os inibidores do
SRAA, incluindo os inibidores da enzima de conversao da angiotensina (iECA) e os bloqueadores
dos receptores da angiotensina (BRA), s@o atualmente as terapias de primeira linha para ND
(111). E aceito que esses agentes proporcionam beneficios que vao além do simples controle da
pressao arterial, conforme evidenciado pela reducdo da microalbuminuria (112). Ao reduzir a
pressao intraglomerular, os iIECAs e 0s BRAs tém efeitos de longo prazo na funcdo renal, mesmo
ap0s a cessacdo do tratamento, sugerindo que esses medicamentos anti-hipertensivos
normalizam alguns aspectos da patologia da ND (113). Embora esses agentes tenham sido
usados inicialmente em todos os pacientes com ND, as diretrizes recentes recomendam limitar
sua prescricao a pacientes com proteinuria > 300 mg/dia (114).

A aldosterona é o componente final da cascata do SRAA. A aldosterona promove fibrose,
inflamacdo e geracdo de ROS, juntamente com disfuncdo endotelial, crescimento celular e
proliferacdo (115). A espironolactona parece reduzir a proteindria quando utilizada isoladamente
ou em combinac¢do com iECA ou BRA em individuos com DM (116). Apesar de representar o
tratamento atual de escolha, esses medicamentos apenas retardam a progressao da ND. Além

disso, as abordagens tradicionais para inibir o SRAA sé&o limitadas por um risco aumentado de

19



hipercalemia em pacientes com doenc¢a avancada. Como tal, tem havido um esforgo concentrado
para otimizar a inibicdo do SRAA, ao mesmo tempo que se limita os possiveis efeitos adversos.

A adicdo de um blogueador do canal de célcio (BCC) como o verapamil junto com o
tratamento com iECA demostraram reduzir a albuminuria e participar no declinio da TFG (117).
O tratamento para a dislipidemia com atorvastatina melhorou o declinio da TFG, particularmente
naqueles individuos com albumindria (118). Atualmente, as estatinas ja sdo recomendadas para
diabéticos com ND acima de 40 anos, independentemente de seus niveis lipidicos basais. I1sso
€ principalmente por conta do beneficio cardiovascular, e ndo para a doenca renal em si, uma
vez que a albumindria demonstrou ser um fator de risco independente para eventos
cardiovasculares e mortalidade (119).

O meio diabético € um ambiente complexo onde uma série de intervencdes podem ser
utilizadas para minimizar diversos processos patoldgicos. Como nenhuma terapia melhora
completamente a ND, novas estratégias sdo necessarias para complementar as intervencdes
existentes. Como novos agentes terapéuticos ja comercializados temos: (1) um inibidor direto da
renina (Aliscireno) que tem efeitos renoprotetores independentes de seu efeito de redugéo da
pressao arterial, uma vez que também reduz a albumindria e a creatinina em pacientes com DM2
(120); (2) em ratos diabéticos, o uso de inibidores de endotelina para o bloqueio do
receptor ETa com atrasentan ou avosentan reduziu a albuminuria e a fibrose renal (121); (3) a
ruboxistaurina € um inibidor seletivo de PKC-B que mostrou efeitos benéficos na reducdo da
expansao mesangial, hiperfiltracdo, e albuminuria; (4) piridoxamina, que remove radicais livres e
carbonil e reduz significativamente a creatinina sérica e albuminuria em DM1 e DM2 (122). Além
disso, estudos recentes avaliaram os efeitos da inibicdo especifica de RAGE com aptameros ou
com FPS-ZM1, como novas estratégias terapéuticas. (123).

O estresse oxidativo e a inflamacdo na ND também podem levar a reducéao do Nrf2, um
fator de transcricdo nuclear que desempenha um papel fundamental nos mecanismos
antioxidantes e citoprotetores. Bardoxolona, que é um potente ativador de Nrf2, em ensaios com
DM2 foi associada a uma melhora na estimativa da TFG (124). Glicosaminoglicanos, como a
Sulodexide, que é uma mistura de sulfato de heparana (80%) e sulfato de dermatana (20%),
pode reduzir a degradacdo intensificada de sulfato de heparana na membrana basal glomerular,
alteracao recorrente na ND. A Sulodexide possui propriedades anti-inflamatorias e inibe a
producdo de ROS, proteina quimioatrante de mondécito (MCP-1) e interleucina 6 (IL-6) induzida
por hiperglicemia nas células endoteliais fenestradas do glomérulo (125).

A hiperatividade do SRAA tem sido implicadq na deterioracdo da funcédo renal em

pacientes com ND e em pacientes com doenca renal crénica em estagio trés ou quatro com
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microalbumindria ou macroalbumindria (126). Nos ultimos anos, uma série de farmacos tem sido
usada para o tratamento da ND, como os bloqueadores do SRAA, incluindo os inibidores iIECAS
e 0s BRAs, que sao atualmente recomendados pelas diretrizes clinicas para o tratamento da ND
para retardar a progressao da doenca (127,128). Os iECAs e BRAs diminuem o agravamento
da TFG, diminuem a taxa de excrecdo de albumina (129), reduzem a progressdo da
glomeruloesclerose, fibrose intersticial e proteinuria (130). No DM2, eles previnem a progressao

e desenvolvimento da ND (131).

1.5.1 Olmesartana

A Olmesartana, formula molecular C24H26NeO3, € um composto de Ultima geracgéao utilizado
no tratamento da hipertenséo arterial sistémica, sendo classificado como BRA (Fig. 1.11).
Dentre outros compostos da classe dos BRAs podemos citar a valsartana, losartana,
telmisartana, e a candersartana. Existem evidéncias de que os BRAs sdo mais eficazes do

que os iIECA, comumente prescritos na clinica (129) (132).

Figura 1.11: Estrutura quimica da olmesartana. Fonte: http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.139674.html.
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A olmesartana é administrada por via oral na forma de pré farmaco olmesartana
medoxomil (C29H30NeOs) (133) (Figura 1.12).

A,
9

Figura 1.12: Estrutura quimica da olmesartana medoxomil. Fonte: http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.115748.htmI?rid=8861c994-0517-434e-a7bc-fa0d69ae4836.

Apo6s administracdo oral, ocorre a desesterificacdo da olmesartana medoxomil no trato
intestinal e 0 metabalito ativo olmesartana € produzido. A acéo eficaz da olmesartana medoxomil
pode estar atrelada a interacdo farmacoldgica unica do medicamento com o receptor AT1,
resultando em um bloqueio potente, de longa duracao (133).

O mecanismo de acdo da olmesartana, gerando efeito anti-hipertensivo, tem sido bem
descrito na literatura, mas outros potenciais mecanismos de acdo ja foram estudados. A
olmesartana inibe receptores AT1 na glandula adrenal e no musculo liso vascular,
especificamente nas arteriolas (134). A ligacdo competitiva da olmesartana ajuda a reduzir a
pressao arterial, diminuindo a resisténcia arteriolar por meio da vasodilatacdo, que por sua vez
reduz a presséao arterial. A olmesartana bloqueia competitivamente a ligacdo de ANGII ao seu
receptor, inibindo assim a liberacdo de aldosterona da zona glomerulosa do cortex adrenal. A
reducédo da aldosterona sérica, por sua vez, resulta na reducéo da expresséo dos canais de soédio
das células epiteliais (ENaC) no tabulo coletor distal do néfron, levando a diminuicdo da
reabsorcdo de sobdio. A expressdo diminuida do canal ENaC resulta em natriurese,
acompanhada por diurese osmotica (134).

Tem sido observado que a olmesartana medoxomil exerce um efeito benéfico sobre a ND
por diferentes vias e pode atuar como um farmaco renoprotetor no tratamento da ND em ratos

com diabetes induzida por estreptozotocina. Além disso, também foi demonstrado que o
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tratamento com olmesartana modulou a cascata AT-1R/MAPK, que promoveu a atenuacao da
ND em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (135) (136).

Em estudos clinicos foi demonstrado que a olmesartana retarda o inicio da
microalbuminudria em pacientes com DM2 (137). A inibicdo do receptor AT1 diminui o estresse
oxidativo, inflamacéo, disfuncdo endotelial e remodelacdo tecidual (138). O tratamento com
olmesartana em camundongos diabéticos db/db, além de reduzir a albumindria, preveniu o
aumento de apoptose e diminuicdo de poddcitos (139). Em ratos diabéticos, BRA foi capaz de
diminuir as formas fosforiladas de AKT e atividade de mTOR1 em podécitos (140).

Apesar da olmesartana ser utilizado para tratamento da ND (141), alguns estudos clinicos
com esse farmaco apresentaram resultados desapontadores na protecdo da ND e eficacia
limitada quando administrados em estagios avancados da diabetes (142,143). Fato esse que
justifica a busca de novas alternativas terapéuticas para ND, como por exemplo a associagdo de
olmesartana com novos farmacos, que potencializem o seu efeito.

Os efeitos colaterais do tratamento com a olmesartana sao relativamente moderados em
comparagcdo com outros medicamentos anti-hipertensivos. Estudos mostram que o efeito
colateral mais comum é cefaleia associada, que pode ocorrer em até 7% dos pacientes e 3%
podem ter tontura associada. As queixas respiratorias decorrentes da medicagcdo incluem
infeccdes respiratérias superiores (até 5%), gripe (até 3,5%) e sinusite (até 1%). Anormalidades
enddcrinas também podem resultar do tratamento com a olmesartana, incluindo hiperglicemia
(maior que 1%) e hipertrigliceridemia (mais de 1%). O sistema gastrointestinal também pode ser
afetado, apresentando como efeitos colaterais dor abdominal e diarreia (mais de 1%) (144).
Efeitos colaterais potenciais muito raros incluem insuficiéncia renal aguda, alopécia, anafilaxia,
ansiedade, dor toracica, dispepsia, eczema, disfuncéo erétil, hiperbilirrubinemia, hipercalemia,
hipotensao, insdnia e sincope. A olmesartana também tem alguns efeitos colaterais raros com
risco de vida, incluindo anafilaxia, angioedema e insuficiéncia renal grave (144).

Os pacientes nao devem tomar olmesartan se apresentarem reacfes de
hipersensibilidade anterior ao medicamento ou a qualquer componente da formulacdo. Além
disso, 0 uso da olmesartana é contraindicado em pacientes com DM com uso concomitante de
aliscireno (inibidor direto da renina), durante a gravidez, com insuficiéncia renal, hipotensao e
pacientes hipercalémicos (145). A olmesartana é especialmente teratogénico durante o segundo
e terceiro trimestres, pois pode causar anuria (parada de eliminacdo de urina) e oligoidramnio
(reducao de liquido na bolsa amniética), levando a defeitos nos membros, hipoplasia pulmonar

e anormalidades craniofaciais (146). Pacientes com historia significativa de hipotenséo
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persistente também devem se abster de usar a olmesartana, pois pode aumentar o fluxo urinério
e a natureza natriurética do medicamento (133).
A toxicidade da olmesartana € baixa. A toxicidade pode se manifestar com visao alterada,

angina, vertigem, tontura, diaforese, hipotensao e taquicardia (147).
1.5.2 Piridoxamina

A piridoxamina (PYR) € um anélogo estrutural da vitamina B6, cuja formula molecular é
CeH12N202. Ela surgiu recentemente como uma droga promissora contra o aumento da
modificacdo quimica oxidativa das proteinas do tecido e producdo de produtos finais de
glicoxidacéo e lipoxidagédo avangadas que ocorrem no DM e outras doengas, identificado com

um potente agente anti-glicante (Fig. 1.13) (148-150).

Pyridoxamine

Figura 1.13: Estrutura quimica da piridoxamina. Modificada de: (151).

Ja foi visto que a PYR retarda a evolucdo da ND em modelos de animais com diabetes
induzida por dieta (149). Em outro estudo, o tratamento com a PYR durante seis meses foi capaz
de reduzir a alteracdo na creatinina sérica e a excrecdo de TGF-B1 em 212 pacientes com
diabetes e ND (152). Elseweidy et al. demonstraram que além de reduzir os niveis de glicose
sérica, creatinina, IL-1 alfa, IL-6, a proteina C reativa e microalbumindria, a PYR diminuiu
significativamente o conteido de malondialdeido renal e a expresséao de fator de necrose tumoral
(TNF—=a ) (153).

O mecanismo de acao do PYR in vivo e in vitro inclui, além da inibicdo da formacéo de
AGEs, a eliminacdo de produtos toxicos de radicais carbonil e a degradacdo de lipidios e a
captura de espécies reativas de oxigénio (154). Em modelos animais, a PYR retarda o
desenvolvimento da ND e reduz a albumindria tanto em modelos animais de DM1 como DM2
(155). O tratamento com PYR também esta associado a diminuicdo de dislipidemia,

aterosclerose e hipercolesterolemia (154).
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Em um modelo de rato com lesdo renal aguda, o pré-tratamento com PYR causou uma
reducdo na lesdo tubular aguda dependente da dose, fibrose pés-lesdo de longo prazo, bem
como melhora na recuperacdo funcional apds isquemia-reperfusdo (156). A PYR inibiu o
aumento da proporcao lactato/piruvato plasmético em ratos diabéticos, sem afetar a glicemia ou
hemoglobina glicada e também diminuiu significativamente o AGEs, como a carboximetillisina
(CML) (157). APYR elimina o MGO, impedindo assim a formagao de AGEs (158,159).

A PYR inibe a oxidacdo de LDL catalisada por cobre e diminuiu a alta geracdo de
superoxido induzida por glicose e a peroxidacgao lipidica em glébulos vermelhos humanos (160).
A PYR atua como quelante metalico e apresenta capacidade de eliminar espécies reativos de
carbonila e EROS (161). O tratamento com PYR em células epiteliais tubulares proximais
humanas HK-2 reduz o estresse oxidativo com incremento das atividades de glutationa
peroxidase (GPx) e superdxido dismutase dependente de magnésio (MnSOD) e diminui¢éo de
EROS.

Em camundongos diabéticos induzidos pela superexpressdo de ON sintase induzivel
(INOS) nas células beta pancreéaticas, o tratamento com PYR teve diminuicdo da expressao de
IL-1b, proteina quimioatrante de monécito (MCP-1 e MCP-2), receptor de quimiocina CC tipo 2
(Ccr2), colageno 1-al (Collal) e diminuicdo da glomeruloesclerose (162). Em estagios inicias de
lesdo e disfuncéo renal dependente da dieta hiperlipidica, a PYR neutralizou a perda da borda
em escova dos tubulos renais e a diminuicdo da degeneragcédo vacuolar, além de reduzir a
superativacao das vias NF-kB e Rho/ROCK, interferindo em muitos niveis com a sinaliza¢ao pro-
fibrética e cascatas inflamatorias (149).

Baseada na capacidade de antagonista de AT1 da olmesartana e inibicdo da formacéo de
AGEs pela piridoxamina, o presente estudo visa avaliar se o tratamento conjunto utilizando os
dois compostos € capaz de conferir maior protecéo renal, quando comparado aos tratamentos
isolados. Os resultados obtidos com esse estudo contribuirdo na busca de estratégias

terapéuticas mais eficazes para o manejo de individuos com ND.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar se o tratamento com olmesartana e piridoxamina confere maior protecéo renal

guando comparado ao tratamento isolado.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar e comparar os seguintes parametros, entre os grupos de animais estudados:

1. Perfil hemodindmico e metabdlico através de analise de pressao arterial sistélica, glicemia

de jejum, peso corporal e peso do rim;

2. Parametros associados a disfuncdo renal diabética — polidipsia, polidria e polifagia —

através de analises em gaiola metabdlica;

3. Perfil bioquimico através de dosagem de albumina, creatinina, uréia, acido urico fosfatase

alcalina e frutosamina na urina e creatinina no soro;

4. Eritrograma completo: contagem de eritrocitos totais, quantificacdo de hemoglobina e

hematdcrito;

5. Parametros microcirculatérios incluindo o fluxo microvascular basal e em resposta a

acetilcolina no rim utilizando a fluxometria laser-speckle;
6. Parametros histopatoldgicos no rim;

7. Parametros de estresse oxidativo no rim: dosagem de malondialdeido por TBARS e

atividade de catalase;

8. Niveis de AGEs no soro, na urina e no rim através de espectroscopia de fluorescéncia.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais e protocolo experimental

Foram utilizados 50 camundongos C57BL/6 machos pesando 18-22 g, com oito semanas
de idade, providos pelo centro de criacdo de animais de laboratério da Fundacdo Oswaldo Cruz
(ICTB/Fiocruz). Os animais foram mantidos em gaiolas padrdo com temperatura controlada (22
+ 1 °C) e com ciclos de luz/escuro de 12h (inicio do escuro as 18h), na nona semana de idade
se iniciou o protocolo experimental. Para induzir o diabetes tipo 1, os camundongos foram
submetidos a injecao intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (50 mg/Kg/dia) por 5 dias, diluido
em tampao citrato (pH = 4,5) apds jejum de 6 horas, enquanto os animais controle receberam o
mesmo volume de tampéao citrato. O nivel de glicose no sangue foi monitorado nos dias 3 e 7
apos ainjecao de STZ usando um glicosimetro automatico (One Touch Ultra 2, Johnson Medical
S.A., Buenos Aires, Argentina).

Sete dias apoés a injecdo de STZ, camundongos com glicose no sangue em jejum de 12
horas acima de 300 mg/dL foram considerados diabéticos e, em seguida, divididos
aleatoriamente em cinco grupos experimentais: 1) Animais controle, submetidos ao tratamento
com veiculo (tampé&o citrato) por 16 semanas (CTL); 2) Animais diabéticos, submetidos a injecao
com STZ e tratados com veiculo por 16 semanas (DM); 3) Animais diabéticos tratados com
olmesartana (20 mg/Kg/dia, via oral) por 16 semanas (DM+OLM); 4) Animais diabéticos tratados
com piridoxamina (400 mg/Kg/dia, via oral) por 16 semanas (DM+PYR) e 5) Animais diabéticos
tratados com olmesartana e piridoxamina (20 mg/Kg/dia e 400 mg/Kg/dia, respectivamente, v.
0.) por 16 semanas (DM+OLM+PYR).

As analises de pressao arterial, peso, glicemia e microcirculatérias foram realizadas ao
final do protocolo experimental. Apos todas as avaliagdes, 0s animais sob anestesia (quetamina
100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, intraperitoneal) foram sujeitos a puncédo cardiaca no ventriculo
esquerdo, que foi acessado pelo lado esquerdo do térax para coleta de sangue total e coleta dos
rins direito e esquerdo (Fig. 3.1). Para separar o soro, o sangue foi colocado em mini tubos de
0,5 ml com gel separador; apoés retracdo do coagulo o soro foi separado por centrifugacdo a
700xG durante 15 min a 4°C e as aliquotas de soro foram armazenadas a -80°C para as analises
posteriores. Todos os procedimentos realizados foram previamente aprovados pelo comité de
ética de uso animal (Licenca L-012/2018 A1L) do Instituto Oswaldo Cruz, da Fundacédo Oswaldo
Cruz (Anexo 1).
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Figura 3.1: Desenho experimental do presente projeto. Inducdo de diabetes tipo 1 por injecéo de streptozotocina
(STZ), tratamento por 16 semanas, seguidas de analises de hemodinanima e microcirculatérias e, ao fim, a
eutanasia para a analises bioquimicas. Fonte : Flores., E.E.I..

3.2. Avaliacédo da presséao arterial

Foi realizada através de medida da presséo arterial ndo invasiva na cauda dos animais
por técnica de fotopletismografia com aquisicdo automatica de dados (BP-2000, Visitech blood
pressure analysis system, EUA). Antes da primeira afericdo, os animais foram adaptados por 20
minutos durante 3 dias alternados no recipiente de contencdo para minimizar o estresse e a
possivel variacdo de pressdo arterial. O protocolo para afericdo iniciou com um prévio
aquecimento dos animais a uma temperatura de 36°C durante 20 minutos, em uma estufa com
temperatura controlada. Posteriormente, os animais foram colocados no aparelho para a afericéo
da pressao arterial. Foram feitas duas medidas nos dias que antecederam as analises terminais

e a eutanasia, e os resultados foram expressos em médias das duas analises.

3.3. Eritrograma

3.3.1 Contagem de eritrécitos

A contagem do niimero total de eritrécitos por mm? foi feita em camara de Neubauer. O
sangue em EDTA foi diluido em liquido de Gower (1:200, v/v) com pipeta hematimétrica para
globulos vermelhos. Apos a sedimentacdo da amostra na camara de Neubauer, a contagem foi
feita em microscopio de luz (MEIJI Techno, Japdo) em objetiva de 40x. As hemacias foram

contadas em cinco campos no quadrante central (a camera de Neubauer é composta de 25
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guadrados menores contendo 16 quadrados cada um, delimitados pelas linhas triplas, e os 25
quadrados correspondem a 1 mm?). O célculo para a microdiluicéo foi: 200 x 5 x 10 x hemacias
contadas = hemacias contadas x 10.000 = hemacias x 10% /mm3(163).

3.3.2 Determinagédo de hemoglobina

Em um tubo de ensaio foi pipetado 5,0 mL de reativo de Drabkin e colocado 20 ul de
sangue total homogeneizado. Apos incubacéo durante 10 minutos a temperatura ambiente, foi
feita a leitura em espectrofotbmetro em 540 nm, zerando o aparelho com Drabkin. A leitura
padréo foi realizada com Cianeto de Potassio (KCn) (10 g/dL). Para o calculo foi utilizada a
seguinte férmula: concentracdo da amostra (ConcA) = absorvancia da amostra (AbsA) X
concentragéo do padréao (ConcP g/dL)/ absorvancia do padrao AbsP. (163)

3.3.3. Hematoécrito

O tubo capilar foi preenchido com sangue até % da sua altura. Uma das extremidades foi
fechada com massa de modelar e o capilar colocado em uma centrifuga apropriada para

microhematdécrito. O material foi centrifugado por 5 minutos em 12000 g e a leitura realizada.

3.4. Gaiola metabdlica

Durante a semana anterior a eutanasia, os camundongos foram colocados
individualmente em gaiolas metabdlicas por 24 horas para determinar o volume da urina e a
ingestdo de agua e racdo. As amostras de urina foram centrifugadas para remover os residuos

e 0 sobrenadante foi dividido em aliquotas e armazenado a -80 ° C para uso posterior.

3.5. Parametros microcirculatérios

A avaliacao de fluxo sanguineo microvascular foi realizada no rim por fluxometria por Laser
Speckle (sistema Pericam PSI, Perimed, Suécia) (164). O fluxo foi avaliado no rim antes e depois
da administracdo de acetilcolina 2%. Os animais sob anestesia tiveram o0 rim exposto
cirurgicamente e colocados sob um sistema de aquisicdo de imagens por laser Speckle com
comprimento de onda de 785 nm, para medida continua da perfusdo sanguinea tecidual em

tempo real. Foram feitas 16 imagens/seg. As imagens foram analisadas utilizando o software do
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fabricante (Perimed). Uma &rea de aproximadamente 2,0 cm foi avaliada para determinar o fluxo
sanguineo em unidades de perfusado arbitraria (UPA) (165).

3.6. Medicé&o glicemia de jejum

Apéds 16 semanas de tratamento, aliquotas de sangue foram coletadas da ponta da cauda
dos animais em jejum de 12 horas para analise dos niveis de glicose utilizando um glicosimetro
(One Touch Ultra 2, Johnson Medical S.A., Buenos Aires, Argentina) (Mikus et al., 2010).

3.7. Marcadores bioquimicos

No soro foram avaliados os niveis de creatinina, através de método cinético colorimétrico.
Na urina de 24 horas foram determinados por método colorimétrico, os niveis de albumina,
frutosamina, ferro, por métodos enzimatico colorimétrico a uréia e o acido urico, e por método
cinético a fosfatase alcalina, o gama glutamil transferase (GGT). Para todas as avaliagdes foram
utilizados kits comerciais especificos (Bioclin, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e analisados por
espectrofotometria. A razdo albumina/creatinina foi calculada como ACR = albumina

urinaria/creatinina urinaria (mg/g).

3.8. Histopatologia

Os rins foram fixados em solucéo de formalina tamponada com fosfato Millonig (pH 7,2),
processados segundo protocolo histolégico de rotina para desidratacdo e a diafanizacdo e entdo
embebidos em parafina (Paraplast plus, Sigma-Aldrich, USA). Os cortes em parafina (5 ym)
foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e entdo visualizados com um microscoépio de luz
(MEIJI Techno, Japao), com objetivo de 40 X. Para quantificar as alteracdes glomerulares, foram
avaliados 50 glomérulos por animal (n=5-6 animais/grupo), e quantificada a (a) area glomerular,
(b) area do tufo glomerular e (c) area do espaco de Bowman, utilizando o software Image J.
Cada area especifica do glomérulo foi demarcada através da marcacao do contorno utilizando o

imagem J, e a area correspondente foi entdo calculada pelo programa (166).
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Figura 3.15: Imagem representativa de histopatologia do glomérulo renal, demonstrando as areas
analisadas: area glomerular, tufos glomerulares ou capilares e espaco de Bowman. Fonte: Johnson, 2016.

https://www.sanarmed.com/doencas-glomerulares

3.9. Niveis de AGEs através de fluorescéncia

A quantificacdo de AGEs no rim foi realizada segundo o método de Nakayama et al. 1993.
Resumidamente, fragcdes de tecido cortado foram incubados com cloroformio (2:1, v/v) durante
16h. Apoés a lavagem, o tecido foi homogeneizado em NaOH 0,1N, seguido de centrifugacao a
8.000 g, por 14 min, a 4°C. A quantidade de AGE foi entdo determinada medindo a fluorescéncia
com filtro de emissédo de 440 nm e excitagcdo de 370 nm. Solucédo de albumina sérica bovina
(BSA) (1 mg/mL em NaOH 0,1N) foi usada como padrdo e sua intensidade de fluorescéncia
definida como 1 unidade de fluorescéncia. Os valores de fluorescéncia das amostras foram
medidos utilizando 1 mg/mL de proteina de cada amostra e expressos em unidades arbitrarias
(UA) relativas a preparacao padrao de BSA (167).

A medicao de AGEs em amostras de soro e urina foi medida a 440 nm ap0s excitacao a
370 nm, em amostras diluidas em 1:10 e 1:20, respectivamente, em solucdo tamponada com
fosfato. A taxa de excrecéo urinaria de AGEs também foi calculada como UA por 1g de creatinina
urinaria (168,169).

3.10. Estresse oxidativo no tecido renal

O estresse oxidativo no rim foi avaliado utilizando a quantificacdo de espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS). O tecido foi homogenizado em tampao fosfato salino (PBS) gelado
(pH 7.4) em hidroxitolueno butilado (BHT) (concentracao final 0,2%). As amostras (0,5 mL) foram
misturadas 1:1 com o mesmo volume de acido tiobarbitarico a 0,67% (Sigma Chemical Co., St.

Louis, MO, EUA) e aquecidas a 96°C, por 30 min. As amostras foram lidas a 535 nm no leitor
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SpectraMax Plus (Molecular Devices). Os resultados foram expressos em niveis de
malondialdeido (MDA, €=1.56x105M-1 cm-1). (170)

3.11. Catalase

Este teste consiste em medir a diminuigdo da absorbéncia no comprimento de onda a 240
nm, que é onde ocorre maior absorcao pelo peréxido de hidrogénio (H202). Para preparacgéo da
amostra, 100 mg de tecido (cértex renal) foi homogenizado em 1 mL de tampéo fosfato de
potassio (KPE), centrifugado a 4°C, por 10 min, a 600 g. O sobrenadante foi retirado e a
concentranacdo de proteina dosada. Para a realizacdo deste ensaio, foi preparado um mix
composto por 10 mL de solucéo tampao fosfato (PBS) a 50mM (pH 7,4) e 1,6 mL de perdxido de
hidrogénio (0,3 M). Foi utilizada uma placa ultravioleta (UV), sendo colocado em cada poco 3,0
pl de amostra e 97 pl do mix, obtendo um volume final de 100 pl para cada pogo. A leitura foi
realizada em leitor de ELISA, durante 60 segundos (At = 30 segundos), no comprimento de onda

240 nm (171). Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

3.12. Analise estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrdo (DP). As analises entre grupos
foram feitas utilizando ANOVA de um fator. O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov foi
utilizado, e para dados que ndo seguiram a distribuicdo normal, a comparacéo entre grupos foi
feita pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para teste paramétricos, o teste de Tukey foi
utilizado para comparacdes mdultiplas. Os dados foram analisados utilizando GraphPad Prism
8.0.1 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Foi considerado um nivel de significancia de p <
0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Metabolismo e hemodinamica

Os niveis de glicose no sangue em jejum foram maiores no grupo DM quando comparado
ao grupo CTL, e nenhum dos tratamentos estudados apresentou melhora nesse parametro (Fig.
4.16A). Camundongos do grupo DM apresentaram uma perda de peso quando comparado ao
CTL, alteracéo essa que nao foi prevenida por nenhum dos tratamentos avaliados (Fig. 4.16B).
A pressao arterial sistolica e o peso do rim/tibia ndo foram diferentes entre os grupos analisados

(Fig. 4.16C e 4.16D, respectivamente).
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Figura 4.16: Valores de glicose no sangue em jejum (A), peso corporal (B), presséo arterial sistdlica (C) e peso do
rim/tibia (D) de camundongos controle ndo diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com veiculo (DM),
camundongos diabéticos tratados com olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com piridoxamina

(PYR) e camundongos diabéticos tratados com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR). **** P< 0,0001 vc CTL.
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A ingestdo de alimentos foi significativamente aumentada em camundongos diabéticos
guando comparados com camundongos nao diabético (Fig. 4.17A), caracterizando polifagia. Nos
grupos tratados, houve uma diminuigéo significativa de ingesta quando comparado aos animais
DM (Fig. 4.17A). Os animais com DM apresentaram polidipsia, evidenciado pelo aumento de
consumo hidrico e o tratamento com OLM, PIR ou OLM+PIR foram capazes de prevenir
parcialmente essa alteragéo (Fig. 4.17B). A excrecéo de urina foi significativamente aumentada
no grupo DM, indicando poliaria e prevenido parcialmente por todos os esquemas de tratamentos
propostos (Fig. 4.17C)
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Figura 4.17: Parametros metabdlicos: ingesta de alimentos (A), consumo de agua (B) e volume de urina (C) em
camundongos controle ndo diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com veiculo (DM), camundongos
diabéticos tratados com olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com piridoxamina (PYR) e
camundongos diabéticos tratados com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR). ™ P<0,0001 vs CTL, ## P<0,001,
## P<0,01 e #P<0,5, vs DM.

Para avaliar a funcéo renal foi analisado os parametros de concentracdo creatinina no
soro, albumindria e ACR em urina de 24 horas. Os camundongos diabéticos apresentam um
aumento da concentracao de creatinina no soro (Fig. 4.18A ), albuminuria (Fig. 4.18B) e ACR
(Fig. 4.18C) quando comparados com camundongos ndo diabéticos. Apds o tratamento com
OLM, PIR ou OLM+PIR, houve uma diminuicao significativa de creatinina no soro (Fig. 4.18A),

da albuminuria (Fig. 4.18B) e da ACR (Fig. 4.18C) quando comparado aos animais DM.
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Figura 4.18: Pardmetros de funcdo glomerular renal creatinina no soro (A), albumina na urina (B) e relacdo
albumina/creatinina (C) em camundongos controle ndo diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com
veiculo (DM), camundongos diabéticos tratados com olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com
piridoxamina (PYR) e camundongos diabéticos tratados com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR). "P<0,01,
'p<0,5vs CTL, ## P<0,001, *# P<0,01 e #P<0,5vs DM.

Para avaliar a funcdo tubular determinamos a relacdo fosfatase alcalina/creatinina.
Camundongos diabéticos exibiram aumento da relacéo fosfatase alcalina/creatinina na urina 24

horas (Fig.4.19), alteracdo essa que néo foi prevenida pelos tratamentos avaliados.
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Figura 4.19: Parametro de funcgéo tubular fosfatase alcalina/creatinina em urina 24h em camundongos controle ndo
diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com veiculo (DM), camundongos diabéticos tratados com
olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com piridoxamina (PYR) e camundongos diabéticos tratados
com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR). ™" P<0,0001 vs CTL.
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A concentracdo de uréia, ferro, frutosamina e acido urico foram avaliados na urina 24
horas. A concentracéo ureia na urina também avalia o funcionamento do ducto coletor medular
no rim. Em relacdo ao grupo CTL, animais diabéticos apresentaram aumento de uréia na urina,
0 que foi modulado apenas pelos tratamentos que continham a piridoxamina (Fig. 4.20A). O ferro
na urina 24 horas do grupo diabético foi significativamente elevado quando comparado com o
controle ndo diabético e os tratamentos com piridoxamina ou olmesartana ou combinado néo
preveniu esse aumento (Fig. 4.20B). A frutosamina na urina 24 horas do grupo diabético estava
significativamente elevada no grupo DM, e nos grupos tratados com OLM, e OLM+PYR,
enquanto que foi parcialmente diminuido no grupo PYR (Fig. 4.20C). O &cido Urico na urina 24
horas dos grupos DM e grupos tratados foi significativamente diminuido em relacdo ao CTL (Fig.
4.20D).
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Figura 4.20: Valores dos metabdlitos uréia (A), ferro (B), frutosamina (C) e acido arico (D) em urina 24h em
camundongos controle ndo diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com veiculo (DM), camundongos
diabéticos tratados com olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com piridoxamina (PYR) e
camundongos diabéticos tratados com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR). Todos os tratamentos e veiculos
foram feitos durante 16 semanas. ™ P<0,0001 ""P<0,001 "P<0,01 vs CTL, # P<0,5vs DM.
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4.2. Eritrograma

Para averiguar possivel quadro de anemia a analise do eritrograma foi realizada,
determinando no soro a quantidade de globulos vermelhos, a concentracdo de hemoglobina e
hematoécrito. Todos os parametros avaliados apresentaram resultados semelhantes entre os
grupos estudados (Fig. 4.21A-C).
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Figura 4.21: Valores da série vermelha, glébulos vermelhos (A), hemoglobina (B) e hematécrito (C) em
camundongos controle ndo diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com veiculo (DM), camundongos
diabéticos tratados com olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com piridoxamina (PYR) e
camundongos diabéticos tratados com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR).

4.3. Morfologia renal

Nas analises histologicas do rim, observou-se que a area da superficie glomerular foi
significativamente aumentada em camundongos diabéticos em comparagdo com camundongos
CTL (Fig. 4.22 e Fig. 4.23A). A area glomerular também esteve aumentada nos grupos tratados
com OLM e OLM+PYR, entretanto no grupo PYR se apresentou menor do que o grupo DM e do
gue o grupo OLM (Fig. 4.22 e 4.23A). O mesmo padrao foi observado para a area do tufo
glomerular (Fig. 4.22 e 4.23B). O grupo DM mostrou aumento significativo do espaco de Bowman
quando comparado com camundongos CTL e o tratamento com olmesartana apresentou
protecdo parcial, enquanto os grupos que receberam PYR apresentaram reducdes a nivel do
CTL (Fig. 4.22 e 4.23C).
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area glomerular

area do espago de browman
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Figura 4.22: Parametros histolégicos do rim (area glomerular, area do espago de browman e area de tufo
glomerular) corado em HE. Animais controle (A), com diabetes (B), tratados com olmesartana (C), tratados com

piridoxamina (D) e tratados com olmesartana e piridoxamina (E). Barra de escala = 50 pm (40X)
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Figura 4.23: Parametros histolégicos do rim incluindo a area glomerular (A), area de tufo glomerular (B) e area do
espaco de Browman (C) em camundongos controle ndo diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com
veiculo (DM), camundongos diabéticos tratados com olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com
piridoxamina (PYR) e camundongos diabéticos tratados com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR). Todos os
tratamentos e veiculos foram feitos durante 16 semanas. * vs CTL; #vs DM e & vs OLM "™P<0,001, “"P<0,01 vs CTL,
## p<0,001 #* P<0,001 ** P<0,01 vs DM e 44 P<0,01 vs OLM.

4.4. Fluxo sanguineo renal

N&do houve diferenca entre o fluxo microvascular renal basal e nem em resposta a
acetilcolina (Ach) entre os grupos avaliados (Fig. 4.24A e B).
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Figura 4.24: Valores do fluxo sanguineo microvascular (A) e variacao do fluxo em resposta a acetilcolina (B) em
camundongos controle ndo diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com veiculo (DM), camundongos
diabéticos tratados com olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com piridoxamina (PYR) e
camundongos diabéticos tratados com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR).

4. 5. Estresse oxidativo

A avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo, como a enzima antioxidante catalase
e a peroxidacao lipidica por TBARS foram realizadas no cértex renal. Animais DM, com ou sem
tratamentos, apresentaram reducao nos niveis de atividade da catalase (Fig. 4.25A). Em relacao

a peroxidacéo lipidica ndo houve diferenca entre os grupos (Fig. 4.25B).
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Figura 4.25: Valores da atividade da catalase (A) e TBARS (B) na area cortical do rim em camundongos controle
ndo diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com veiculo (DM), camundongos diabéticos tratados com
olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com piridoxamina (PYR) e camundongos diabéticos tratados
com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR). "p<0,5 vs CTL..

4.6. Produtos finais de glicacdo avancada

O nivel dos AGEs no soro foi similar entre os grupos avaliados (Fig. 4.26A). Na urina, 0s
niveis dos AGEs se apresentaram diminuidos no grupo PYR, quando comparados ao grupo DM
e OLM (Fig. 4.26B). Na figura 4.26C esta demonstrada a avaliacdo dos niveis dos AGEs na urina
corrigidos pelos niveis de creatinina, onde é possivel observar que houve um aumento no grupo
DM e OLM+PYR em comparacédo com o CTL, efeito esse que foi prevenido pelo tratamento com

PYR (Fig. 4.26C).
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Figura 4.26: Niveis de produtos finais de glicacdo avangcada (AGES) no soro (A), no rim (B) e relagdo AGE/creatinina
na urina (C) em camundongos controle ndo diabéticos (CTL), camundongos diabéticos tratado com veiculo (DM),
camundongos diabéticos tratados com olmesartana (OLM), camundongos diabéticos tratados com piridoxamina
(PYR) e camundongos diabéticos tratados com olmesartana e piridoxamina (OLM+PYR). * vs CTL; *vs DM e & vs

OLM. ™P<0,001 vs CTL, #* P<0,5 vs DM e ¢P<0,5 vs OLM.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que camundongos C57BL/6 que receberam
administracdo de STZ desenvolveram diabetes tipo 1 com doenca renal, caracterizado pela
presenca de creatinina aumentada, albuminaria e ACR elevada. Além disso, estudamos o0s
efeitos do tratamento isolado com piridoxamina ou olmesartana e em conjunto para o tratamento
da ND (172,173). A discusséo do presente trabalho sera dividida em dois blocos, no primeiro
bloco discutiremos as alteracdes observadas em decorréncia do quadro de diabetes nos animais
e no segundo bloco discutiremos os dados relacionados aos tratamentos propostos.

Em relacdo ao modelo de diabetes, observamos hiperglicemia e diminuicdo de peso.
Sabe-se que a STZ é uma droga que destréi as células beta pancreéticas levando a uma
deficiéncia na producao de insulina para posteriormente causar uma hiperglicemia e perda de
peso, caracteristicas de um quadro de DM1 (174). A falta de insulina leva a diminuicdo da
utilizagdo periférica da glicose e acumulo de lipidios devido a falta da atividade dos
transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT-4), que sé&o dependentes de insulina e encontrados
principalmente nas células musculares (esqueléticas, cardiacas) e adipocitos do tecido adiposo
(175). Os transportadores de glicose ndo dependentes de insulina, como o0 SGLT e o GLUT-2,
transportam glicose para o interior das células a favor do gradiente e se encontram em células
tubulares, pancreas e figado (176-178). A falta de insulina, além de causar a hiperglicemia e
perda de peso, provoca a politria (urina frequente), o aumento da ingestao hidrica e a polifagia,
reacdes controladas pelo hipotdlamo, através do sistema nervoso auténomo (179,180), e que
foram observadas no nosso modelo experimental de diabetes induzido com STZ (180).

O aumento da pressdo arterial sistdlica (PAS) foi observada em modelos de
camundongos deficientes em HIF-1a e tratados com injecdo de STZ (181), entretanto em nosso
estudo observamos que os animais com diabetes apresentaram PAS similar aos animais
controle, o que também ja foi observado em outros estudos (181,182). No estudo de Gurley et
al.. (2006) foi demonstrado que algumas cepas de camundongos, incluindo a C57BL/6
apresentaram resisténcia ao desenvolvimento de hipertensdo arterial induzido por STZ, e
discutem que isso pode ter ocorrido por conta de uma excessiva diurese e consequente
diminuicdo de volemia (183), o que também pode explicar o resultado encontrado em nosso
presente estudo.

Os animais diabéticos apresentaram aumento de marcadores bioquimicos incluindo a
creatinina no soro, albumina, ACR, fosfatase alcalina, frutosamina, uréia e ferro na urina,

conforme ja demonstrado na literatura (184—189). De forma interessante a fosfatase alcalina tem
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sido atualmente descrita como um fator de risco independente para disfuncéo renal na diabetes
(190,191)

Em relagdo a ureia, é consenso que niveis mais elevados de ureia estdo associados a
diminuicé@o da sensibilidade a insulina, afetando a secrecao da insulina, e estdo associados a um
risco aumentado de diabetes (192,193). A ureia € um produto final do catabolismo proteico do
figado, com massa molecular de 60 KDa. A ureia é filtrada pelo glomérulo e em seguida é
reabsorvida passivamente nos tubulos proximal e distal no transito através do ducto coletor
medular interno do rim (194,195). A maior permeabilidade da ureia ocorre no duto coletor da
medula e a permeabilidade é diminuida no tabulo proximal (194). Estudos de D'Apolito et al.
(2009) sugerem que adipdcitos cultivados e tratados com ureia (em concentracdes relevantes
para a doenca) exibiram sensibilidade a insulina diminuida (196). Em um modelo de rato de
insuficiéncia renal induzida cirurgicamente, os ratos urémicos exibiram resisténcia a insulina e
intolerancia a glicose (197). Observactes de Koppe et al. (2016) e Thomas et al. (2015) sugerem
gue a secrecao defeituosa de insulina na doenca renal cronica (DRC) € mecanicamente causada
por niveis elevados de ureia circulante, uma condi¢cdo que se manifesta em estagios avancados
da doenca (198). O principal mecanismo de entrega de ureia ao intersticio medular interno &
mediada pelas proteinas transportadoras de ureia UT-A1 na membrana plasmatica apical e UT-
A3 na membrana basolateral (199). Camundongos nocauteados para transportadores de ureia
UT-Al e UT-A3, ndo apresentaram ureia na urina, demostrando que estes transportadores de
ureia desempenham um papel importante na concentracdo urinaria de ureia (200). Em ratos
tratados com STZ que desenvolvem DM1, foi mostrado que o0 aumento na excrecdo de ureia
(201) pode estar relacionado a atividade aumentada da proteina UT-A1 na medula renal (202).
A atividade aumentada da proteina UT-A1 na medula interna do rim de rato diabético (203) e em
ratos tratados com STZ que desenvolvem DM1 apresentam relagdo com uma diurese osmoética
carateristica, além do aumento na excrecao de ureia (204). A ureia causa a hiperosmolaridade,
gue por sua vez, induz a expressao génica de fatores de transcricdo como Egr-1 (205), ao mesmo
tempo em que pode levar a doenca renal crénica na ND (206).

Encontramos alta concentracdo de ferro na urina de camundongos diabéticos. O ferro
desempenha um papel importante na manutencdo da homeostase fisiolégica (no transporte de
oxigénio e nas reacdes enzimaticas). Megalin medeia a recaptacdo de ferro filtrado pelo
glomérulo nos tubulos proximais pelo sistema endo-lisossomal em células epiteliais tubulares
proximais (PTECs) (207). O excesso de ferro pode levar a danos teciduais por meio da reacao
de fenton, que resulta na criacdo de radicais hidroxila de perdxido de hidrogénio catalisado por

ferro (208). A ferroapoptose é um novo tipo de morte celular programada e € desencadeada pelo
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acumulo excessivo de hidroperéxidos lipidicos. A ferroapoptose na ND causa disturbios
inflamatdrio, implicados na progresséo da doenca renal (209,210). Em pacientes com diabetes a
excrec¢do urinaria de ferro estava acima do limite superior do normal (211), além disso, a relagéo
Fe/UFe (ferro urinario) foi menor na DM1 do que nos outros grupos, indicando maior excrecao
de ferro (212). Em camundongos diabéticos induzidos por STZ, a hiperglicemia aumenta o
acumulo de ferro e a senescéncia celular nas células do tubulo proximal, o0 que por sua vez causa
a infiltracdo de macrofagos (213). A hemoglobina livre de células, o heme e o ferro, que séo
liberados dos globulos vermelhos quando lisados, induzem a ativacdo das respostas imunes
inatas e das vias inflamatdrias que afetam as funcdes celulares e organicas. Esses efeitos sédo
limitados por fatores de protegcdo, como haptoglobina, hemopexina e apotransferrina, que
eliminam, respectivamente, a hemoglobina livre, heme e o ferro (214). A diminuicdo da
haptoglobina (Hb2) esta associada ao aumento da deposicao de ferro (215), que também afeta
os receptores da vitamina D (VDR) nos tubulos proximais, na ND (216).

Em nosso modelo também encontramos uma diminuicdo de acido arico na urina de
diabéticos. O acido urico € o produto final do metabolismo das purinas e € reabsorvido e
excretado em grande parte pelos rins (217). Cerca de 90% do acido urico € reabsorvido pelo
tubulo contorcido proximal pelos transportadores de urato 1 (URATL1) e transportador de glicose
9 (GLUT9) (218,219). A concentracdo de AU na urina esta principalmente associada a um
desequilibrio entre a producdo e excrecdo desse metabdlito (220). Xantina oxidase (XOD)
catalisa a oxidacdo de hipoxantina e xantina em AU (221), que tem sido um dos alvos
terapéuticos de drogas redutoras de urato, como o alopurinol (AP). No sangue, o AU é o primeiro
filtrado através dos glomérulos no rim, seguido por 90% sendo reabsorvido através dos tubulos
convolutos proximais via URAT1 (222,223) e transportador basolateral de glicose 9 (GLUT9)
(224). O rim contribui com 75% da excrecdo de UA, e 90% dos casos de hiperuricemia sdo
causados pela excrecdo reduzida de urato em vez de producédo enddgena excessiva. O acido
arico pode atuar dentro da célula como pro-oxidante e um ambiente extracelular se comporta
como antioxidante (225). No entanto, a relacdo entre diabetes mellitus e hiperuricemia ainda é
motivo de controvérsia. Embora varios estudos tenham relatado hiperuricemia como um fator de
risco para o desenvolvimento de diabetes mellitus, especialmente no contexto de resisténcia a
insulina, outros sugeriram que pacientes com diabetes diagnosticado recentemente tendem a ter
acido arico sérico mais baixo do que os pré-diabéticos ou normoglicémicos (226—229) .
Hipouricemia foi observada em ratos com diabetes induzidos por dieta rica em gordura e STZ
(230).
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Em relacéo a frutosamina, sabe-se que esta é uma cetoamina formada pela glicacédo de
proteinas plasmaticas, principalmente albumina, mas também imunoglobulinas e outras
proteinas (231). Nas células tubulares, a reabsorcdo de glicose pelo cotransportador sodio
glicose leva ao aumento de glicose nas células tubulares, levando a formacéo de frutosamina.
Existe uma via para a remocao da frutosamina e prevencéo da formacdo de AGEs, catalisada
pela frutosamina-3-quinase (FN3K) (232). A FN3K é uma enzima intracelular expressa em
tecidos mais propensos a glicagdo, como coracao, nervos e rins (233). O aumento de frutosamina
na urina pode ser observada em decorréncia do aumento de producgao, por aumento de glicacao
em decorréncia da hiperglicemia, ou entdo por defeitos na depuracdo de frutosamina. A
diminuicdo da atividade ou falta da atividade da FN3K pode ocorrer por disfuncdo das
mitocondrias (234,235) . A inativacdo genética de FN3K em camundongos leva a aumentos
marcantes na glicacao de proteinas e na excrecao urinaria de frutose-¢-lisina (236). RNAmM de
FN3K foram detectados especialmente elevados em tecidos suscetiveis a complicacbes
diabéticas, como rins, coracdo, nervos do sistema periférico e central (237). FN3K & encontrado
em maior concentracdo em rim humanos, de ratos e camundongos quando comparado com
outros (238). Em condicbes em que a medicdo de HbAlc néo é confiavel a frutosamina € um
biomarcador glicEmico alternativo recomendado (239) e o valor da frutosamina no soro refletem
a glicemia média nas ultimas 2-3 semanas (240). A frutosamina e a albumina glicada estéo
fortemente associadas ao diabetes e suas complicagcbes microvasculares e complementam a
utilidade prognostica da HbAlc (241) e séo fatores de risco para mortalidade e morbidade em
pacientes em hemodialise (242).

Observamos também diminuicdo de catalase nos animais com diabetes quando
comparados com 0s animais controle. A catalase € uma importante enzima que catalisa a
decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H202) e desempenha um papel nos mecanismos de
defesa antioxidante celular. A enzima estéa localizada na matriz de peroxissomos em células de
mamiferos. O estresse oxidativo intrarrenal desempenha um papel critico no inicio e progresséo
da doenca renal diabética, em decorréncia da superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) (243,244). Em nosso estudo, € possivel que a diminuicdo da atividade da catalase esteja
associada a uma sobrecarga de atividade demandada por excesso de depuracdo de radicais
oxidativos. Sabe-se que a deficiéncia de catalase acelera a leséo renal diabética por meio da
disfuncéo peroxissomal (245-247). Foi reportado que a deficiéncia de catalase contribui para o
aumento da leséo tubulo-intersticial e fibrose em um modelo murino (248,249). Associacdes dos
polimorfismos do gene da catalase foram associadas a prevaléncia e incidéncia de ND e ESRD

em pacientes com DM1 (250).
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De forma interessante, os animais com diabetes apresentaram um aumento significativo
de excrecdo dos AGEs na urina. Estudos clinicos em pacientes com diabetes demonstram uma
forte correlagdo entre o acumulo de AGEs e gravidade das complicacdes renais em pacientes
com DM1 (251). Os AGEs contribuem potencialmente para diversos fendmenos, incluindo (a)
alteracdo da matriz extracelular (MEC); (b) alteracdo célula-matriz, (c) matriz-matriz; (d) aumento
da geracdo de espécies reativas de oxigénio, (e) ativacdo de NADPH oxidase; (f) disfuncao
mitocondrial, (g) inducéo de citocinas e fatores de crescimento, incluindo TGF-B1, CTGF, VEGF,
IGF-1, PDGF TNF-q, IL-1B, IL-6, e ativacéo de vias celulares (via PKC-MAPK, via da tirosina
quinase e NF-kB) (252). Os AGEs contribuem significativamente para as complica¢des
microvasculares do diabetes (253) e sua sintese e a excrecao renal em diabéticos refletem a
insuficiéncia renal (254). Foi demonstrado que os niveis de CML urinaria foram positivamente
associados a obesidade e marcadores de resisténcia a insulina, enquanto os niveis urinarios de
MG-H1 foram associados com doencas cardiovasculares (255). Concentragdes urinarias de
pentosidina e pirralina foram significativamente maiores nos pacientes com DM1 do que nos
controles saudaveis (256). Na ND a formagéao de AGEs no rim contribui na alteragdo da estrutura
morfologica e funcional das células do néfron (257). Nas células podocitarias, os AGEs inibem
a expressao de neuropilina-1, um receptor transmembrana envolvido na adesdo celular com a
membrana baso-glomerular (MBG). AGEs exercem efeitos pro-apoptoticos e pro-inflamatorios
em poddcitos, atraveés da ativacdo mediada por CXCL9 da via JAK2/STAT3 (258). A via AGEs-
RAGE ativa a traducdo do sinal NF-kB, aumenta a expressao de moléculas inflamatorias,
fibréticas e reduze a protecdo contra estresse oxidativo, via inibicdo da oxido nitrico sintase
(259). Nas células mesangias, a ativacdo da via AGE-RAGE induz a producédo de varios
componentes da matriz extracelular como colageno IV e fibronectina. Nas células do epitélio
fenestrado, a via AGEs- RAGE, via ativacao de, de NF-kB, induzindo a expresséao e sintese de
ICAM, VCAM, VEGF e seletina (260). Dessa forma, a via AGE-RAGE tem papel importante na
ND, e diminuir seus efeitos deletérios é de suma importancia para o tratamento dessa doenca.

Histologicamente, demonstramos que houve aumento de area glomerular e do espaco de
Bowman, alteracdes estruturais classicas da disfuncéo renal na diabetes (261-263).

O tratamento com inibidores do SRAA, como os IECA e os BRAs (264)(265) tém sido
usados para o tratamento da ND, e seu efeito renoprotetor é atribuido a capacidade de normalizar
a hiperfiltracdo glomerular (266). Além da acéo favoravel na hipertensao arterial sistémica e na
hemodinamica renal, os BRAs podem bloquear os efeitos ndo hemodinamicos, proé-fibréticos,
promotores de crescimento, diminuindo o estresse oxidativo renal e preservando a estrutura

glomerular (267). O irbesartan inibe também a formacao de cristais de oxalato de calcio no rim
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de ratos diabéticos (268). O losartan, outro bloqueador do receptor AT1, reduz a albuminuria em
pacientes com DM2 (269).

Evidéncias atuais mostram que o papel do olmesartana no controle da PA € uma
estratégia importante para diminuir o risco de eventos e mortalidade cardiovascular (270)
(Gragas as suas propriedades auxiliares, a olmesartana reduz o risco de proteindria e
insuficiéncia cardiaca cronica. Entre os BRAs, a olmesartana atinge um controle da PA mais
homogéneo e sustentado ao longo de 24 horas (132). A introducédo da olmesartana na prética
clinica ofereceu, a época, uma oportunidade terapéutica significativa, como monoterapia ou em
combinacao, para categorias especificas de pacientes, incluindo idosos, diabéticos e pacientes
com sindrome metabdlica. Nesses pacientes, a maior estabilidade da PA em todo o periodo de
24 horas alcancada com a olmesartana pode fornecer uma contribuicdo importante para prevenir
o efeito contra acidente vascular encefalico e eventos cardiovasculares (129).

O tratamento com a olmesartana atenua a microalbuminuria e proteinaria e diminuiu o
declinio da funcéo renal em DM2 (271). O nosso estudo corrobora com dados da literatura, uma
vez que o tratamento com olmesartana ofereceu melhora no quadro de polidipsia, polifagia,
polidria, marcadores bioquimicos de disfuncao renal, assim como em parametros histolégicos.
No presente estudo, os animais diabéticos tratados com 16 semanas com olmesartana
apresentaram melhora nos niveis de creatinina sérica, excrecao de albumina na urina e ACR,
entretanto ndo apresentou alteracdo em outros parametros incluindo fosfatase alcalina, uréia,
ferro, frutosamina e acido urico.

Em relacéo a creatinina, a diminui¢do da funcdo renal interfere na capacidade dos rins de
eliminar a creatinina, aumentando sua concentracdo a medida que a TFG diminui. Em nosso
estudo, niveis de creatinina sérica diminuiram significativamente com tratamento por
olmesartana. A. Agrawal et al. (2016) demonstraram que o telmisartan, outro antagonista de Ang
Il via ligacdo ao receptor AT1, também reduziu significativamente os niveis de creatinina e uréia
(272). Em outro estudo, dose altas de candesartan em camundongos db/db foi capaz de diminuir
a creatinina plasmatica e a albuminuria persistente (273). Em um estudo clinico multicéntrico,
randomizado e controlado por placebo em pacientes com DM2, a olmesartana diminuiu a
creatinina sérica (271).

A magnitude da albuminuria influencia diretamente na taxa de deterioracdo da funcéo
renal e, portanto,sua reducao satisfatoria € considerada o alvo primario para o tratamento da ND
(274) (275). Ao final de 16 semanas de tratamento com a olmesartana, a albuminuria diminuiu
em relacdo aos animais com diabetes. Em um estudo com camundongos diabéticos db/db ou

induzidos por STZ, uma reducédo semelhante foi relatada ap6s o tratamento com olmesartana
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(276) (135). No ensaio clinico ROADMAP, pacientes com DM2 tratados com olmesartana
apresentaram prevencdo e/ou retardo do desenvolvimento de microalbumindria (274). Em
relacdo aos efeitos protetores renais, a albumina urinaria tendeu a diminuir no grupo
olmesartana, conforme observado no estudo de Mizushige et al.( 2016.) (277). E geralmente
aceito que a modulacdo do SRAA em doencas diabéticas por iECA ou BRAs confere protecédo
renal e reduz a albumindria independente ou além do controle da presséo arterial (278).

A avaliacdo da ACR urinaria € importante para detec¢éo precoce de problemas renais em
individuos com diabetes. Em nosso estudo, o aumento da ACR foi controlado pelo tratamento
com olmesartana. Resultados similares foram encontrados em camundongos db/db tratados com
OLM (276) (279). Pela nossa avaliacdo, efeitos secundérios do OLM sobre os niveis dos
metabdlitos na urina como fosfatase alcalina, uréia, ferro, frutosamina e &cido Urico ainda néo
foram descritos na literatura.

Com relacao ao efeito isolado da piridoxamina na DM1, no presente estudo observamos
gue houve uma melhora significativa na maioria dos parametros alterados pela doenca, a saber
13 dos 17 parametros alterados foram afetados positivamente pela PYR. A PYR tem a
capacidade de inibir a formacé&o de AGEs, como carboximetil-lisina e metilglicoxal, diminuindo a
formacéo espécies reativas de carbonila, espécies reativas de oxigénio e nitrotirosina (280).
Além disso, a piridoxamina reduze a creatinina plasmatica, a albuminuria e a taxa de
albumina/creatinina na urina, protegendo a funcao renal (281). A piridoxamina reduz também a
hipertrofia renal, expansdo mesangial, perda de poddcitos, aumento de triglicerideos, colesterol
total, LDL-colesterol e aumento de HDL- colesterol (282). No presente estudo, mostramos que
0s animais diabéticos tratados com 16 semanas com piridoxamina apresentaram melhora nos
parametros de ingesta alimentar, ingesta hidrica, volume urinario, creatinina sérica, excrecao de
albumina na urina, ACR, AGEs no tecido renal, AGEs na urina, ureia na urina, € nos parametros
morfoldgicos incluindo area glomerular, area do tuffo e area do espaco de Bowman. No entanto,
nao houve alteracéo nos niveis de fosfatase alcalina, ferro, frutosamina e acido Urico no grupo
tratado com PYR.

Em ensaios pré-clinicos com ratos diabéticos induzidos por STZ, a piridoxamina diminuiu
as concentracdes de albumina urinéria e creatinina plasmatica (157). Em camundongos machos
de uma linhagem de camundongos com DM1 que superexpressa ON sintase induzivel (iNOS)
em células B pancreaticas, o tratamento com PYR por 16 semanas diminuiu a creatinina sérica
e a ACR (283). Em camundongos db/db, o tratamento com PYR por 20 semanas apresentou
reducdo da ACR (284). A patologia renal induzida por dieta hiperlipidica e com alto teor de frutose

se correlacionou com o declinio da funcéo renal, conforme mostrado pelo aumento da ACR, o
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qgue foi significativamente reduzida pela administracédo de piridoxamina (149). Em um estudo
clinico em fase 2 com pacientes com DM1 e DM2 com ND foi observado um efeito na creatinina
sérica que tendeu a diminuir com a PYR (p = 0,049), assim como os niveis séricos de AGEs,
CML e CEL (152). Em estudos com piridoxamina (PYR-206 e PYR 205/207), estes compostos
reduziram a mudanca da linha de base na creatinina sérica e a excrecao urinaria de TGF-31
apos 6 meses de tratamento em pacientes com doenca renal crénica (152). Foi relatado que a
administracdo de tiamina reduz a albuminuria de pacientes com DRC (285). No ensaio clinico
ACTION, no qual foi utilizado aminoguanidina, um agente anti-glicante, em 690 individuos com
nefropatia manifesta foi observada reducao de proteinaria e melhora na TFG (286). Ao contrério,
o ensaio clinico Aminoguanidine Clinical Trial in Overt Diabetic Nephropathy (ACTION Il) em
pacientes DRC foi interrompido porque aminoguanidina nao foi eficaz, causando efeitos
colaterais adicionais, como anemia, disfuncao hepatica e deficiéncia de vitamina B6. Quanto a
benfotiamina, administrada em pacientes com DRC, a albuminudria nao diferiu do grupo de
placebo (287). A eficacia pré-clinica da piridoxamina na diminuicdo de AGES no tecido renal foi
comprovada em modelos animais de diabetes onde a piridoxamina diminuiu 0 AGES no rim como
CML e CEL (157,288,289). Em outro estudo pré-clinico de camundongos com dieta high-fat apos
12 semanas a piridoxamina diminuiu o0s niveis de expressdo local dos AGEs
carboximetilisina/carboxietilisina (CML/CEL). Analise de imunohistoquimica demonstraram um
paralelismo entre a superproducdo de AGEs e o aumento da expressao do receptor de AGE-
RAGE no rim de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (149). Em nosso estudo, é
possivel que a diminuicdo de excrecao de AGES na urina nos animais tratados com piridoxamina
tenha se dado pela diminuicdo de producédo de AGEs ou mesmo pela melhora da fungéo renal
(290,291).

Em relacdo aos nossos achados morfolégicos, a PYR foi capaz de reverter todos os danos
histopatolégicos observados no modelo de DM. Em ratos diabéticos, a PYR inibiu
significativamente o aumento do volume glomerular e do tufo, e nenhuma diferenca foi observada
no volume mesangial (157,283). Os camundongos alimentados com dieta hiperlipidica exibiram
um grau severo de alteracbes morfoldgicas renais, prevenido pela administracdo de PYR,
incluindo degeneracéo vacuolar, perda completa da integridade da borda em escova e danos
tubulares (149).

Em relacéo ao tratamento conjunto com PYR e OLM mostramos que houve melhora na
polifagia, polidipsia e poliaria, quando comparado com animais diabéticos sem tratamento,
entretando ndo houve diferenca quando comparado com os tratamentos isolados. Parametros

bioquimicos como creatinina no soro, albumina na urina, ACR também melhoraram em relacao
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aos animais diabéticos, mas ndo em relacdo aos tratamentos isolados. Em relacdo a excre¢cédo
de uréia, apenas os grupos com tratamento com PYR, isolado ou em conjunto, apresentaram
melhora quando comparados ao grupo DM. Assim como os tratamentos isolados, o tratamento
conjunto com PYR e OLM foi capaz de melhorar o parametro histologico relacionado ao aumento
de &rea de Bowman. De forma curiosa o tratamento conjunto com PYR e OLM nao influenciou a
excrecdo de AGEs na urina, o que ocorreu apenas com o tratamento com PYR. Em numero de
parametros afetados positivamente pelo tratamento conjunto, somou-se 8 parametros, em
detrimento de 13 parametros melhorados pelo tratamento apenas com PYR, e 7 melhorados
apenas com OLM. Esses dados nos levam a concluir que o tratamento combinado n&o ofereceu
efeitos benéficos adicionais quando comparado aos tratamentos isolados, e que o tratamento
gue mais ofereceu beneficios foi o tratamento isolado com PYR.

Tratamento conjunto com moduladores do SRAA e PYR ja foram propostos em outros
estudos, entretanto é a primeira vez que PYR foi associada ao OLM. Em camundongos db/db,
um modelo de diabetes tipo I, o tratamento combinado com piridoxamina e enalapril diminuiu a
progresséo da ND (292), diminuindo a creatinina e a ACR na urina, diminuiu a concentragéo dos
AGEs no soro, diminuiu o volume glomerular e area mesangial (293). Em outro tratamento
combinatorio utilizando valsartan, outro inibidor de AT1, junto com FPS-ZM1, um inibidor de
RAGE, os autores demonstraram diminuicdo de marcadores inflamatérios MCP-1, CXCL2, NF-
Kb e de macréfagos, além de aumento da expressédo de marcadores podocitarios incluindo a
nefrina e sinaptopodina. Em um estudo em que o tratamento com piridoxamina e valsartan
atenuou parcialmente alteracdes induzidas pela infusdo de AGEs ou pela infusdo de Angll, os
autores defendem que a modulacdo metabdlica e hemodinanima pode apresentar um efeito
sinérgico no tratamento da disfuncao renal (294). Entretanto, n6s ndo observamos tal efeito em
nosso estudo. Em outro estudo utilizando ratos diabéticos espontaneamente hipertensos (SHR)
induzidos a diabetes com STZ randomizados para tratamento com o iECA, perindopril ou inibidor
da formacdo de AGE, aminoguanidina, foi mostrado que a diabetes estava associada a um
aumento consideravel na taxa de excrecdo de albumina. Tanto a aminoguanidina quanto o
perindopril retardaram o aumento da albumindria, que foi completamente anulado pela terapia
combinada. A glomeruloesclerose e o dano tubulointersticial foram reduzidos por ambas as
monoterapias com renoprotecdo adicional proporcionada pela terapia combinada em ambos os
casos. A terapia combinada também foi associada a uma restauracdo superior na deplecéo da
proteina nefrina induzida por diabetes em comparacdo com as monoterapias. A expressao
de TGFB1 conforme avaliada por hibridizacdo in situ foi aumentada em ratos diabéticos e

reduzida por perindopril e aminoguanidina (295). Efeitos sinérgicos do telmisartan e da
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piridoxamina no dano renal precoce em SHR sugerem que 0 uso combinado de telmisartan e
piridoxamina é superior ao uso unico de qualquer uma das drogas na renoprotecao, o que pode
resultar do alivio do estresse oxidativo e da reducdo da ativacdo de NF-kBp65 e p-ERK1 / 2
(296). Entretanto, no nosso estudo, o tratamento combinado de olmesartana e PYR n&o ofereceu

efeitos adicionais que justificassem seu uso conjunto no manejo da ND.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados do presente estudo concluimos que camundongos C57BL/6 que
receberam administracdo de STZ desenvolveram um modelo de diabetes do tipo 1 com
nefropatia diabética. O tratamento combinado ndo ofereceu efeitos benéficos adicionais quando
comparado aos tratamentos isolados e o tratamento que mais ofereceu beneficios foi o
tratamento isolado com PYR. Sendo assim, o tratamento combinado com olmesartana e PYR

ndo é uma alternativa eficiente para o manejo da nefropatia diabética.
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ANEXO

Anexo | — Aprovacéo pelo Comité de Etica

Ministério da Sadde

Fundacdc Oswaldo Cruz

Instituto Oswaido Cruz

Comissic de Etica no Use de Animais - CEUA/IOC

LICENCA ADITIVA

L-012/2018- A1

A Comissdo CEUAMIOC, em atengao a solicitagao da pesquisadora, ANISSA DALIRY responsavel pela
Beenga (L-012/2018), do protocolo (CEUASAOC-011/2018), intitulado "Estudo dos mecanismoes de geracio
de les3o hepatica apés dieta hiperipidica”, que alende ao disposto na Lei 11724/08, que dispoe scbre o
uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Scciedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL), autoriza o presente aditivo. A referida licenca aditiva nao exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagao.

Esta licenga aditiva apenas allera a linhagem dos animais ja licenciados, sem incremento do niumero total de
animais.

Camundongo (M. musculus), da linhagem

C578L/6 - 480 animais machos de 4-8 semanas

Observagao: Esta licenca nao subslitui outras licengas necessarias, como Certificado de Qualidade
em Biosseguranga para animais geneticamente medificados, certificade do IBAMA para captura de
animais silvestres ou oulros.
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