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Resumo

Introducio: Segundo a Federagio Interna-
cional de Diabetes, o ntimero de pessoas
com diabetes mellitus pode chegar a 700
milhdes em 2045. As catecolaminas estdo
envolvidas na regulacdo de varias funcdes
renais. Este estudo investiga os efeitos da
hiperglicemia no metabolismo das cateco-
laminas no tecido renal de ratos controle,
diabéticos e diabéticos tratados com insu-
lina, tanto in vivo como in vitro. Métodos:
Os ratos Wistar-Hannover machos foram
randomizados em: grupos controle, diabé-
ticos e diabéticos tratados com insulina. O
diabetes foi induzido por uma tunica inje-
¢do de estreptozotocina, € o grupo diabéti-
co tratado também recebeu insulina. Apds
60 dias, sangue e tecido renal dos grupos
foram coletados para quantificagdo de ca-
tecolaminas e cultura de células mesangiais.
Resultados: ratos diabéticos apresentaram
peso corporal mais baixo, hiperglicemia,
e aumento da ingestdo de dgua e diurese.
Ademais, o diabetes promoveu uma redu-
¢do acentuada na depuragio de creatinina
comparado com o grupo controle. Quanto
aos extratos de rim total, ambos os grupos
diabéticos (tratados/nio tratados) tiveram
reducdo significativa na concentracio de
noradrenalina. Na cultura de células me-
sangiais, a concentragdo de catecolaminas
foi menor no meio de cultura do que no
compartimento intracelular para todos os
grupos. Niveis médios de noradrenalina,
adrenalina e dopamina estavam aumen-
tados no grupo diabético. Conclusao: O
principal achado deste estudo foi que 8 se-
manas de indu¢io de diabetes alteraram o
sistema catecolaminérgico renal de manei-
ra muito especifica, ji que a producio de
catecolaminas no tecido renal excisado de
ratos diabéticos foi modulada diferencial-
mente comparada com producio e secre-
¢do por células mesangiais cultivadas.

Descritores: Diabetes Mellitus; Catecolami-
nas; Noradrenalina; Epinefrina; Dopamina.

ABSTRACT

Introduction: According to the International
Diabetes Federation, the number of
people with diabetes mellitus may reach
700 million in 2045. Catecholamines are
involved in the regulation of several kidney
functions. This study investigates the effects
of hyperglycemia on catecholamines’
metabolism in kidney tissue from control,
diabetic, and insulin-treated diabetic rats,
both in vivo and in vitro. Methods: Male
Wistar-Hannover rats were randomized
into: control, diabetic, and insulin-treated
diabetic groups. Diabetes was induced
by a single injection of streptozotocin,
and diabetic treated group also received
insulin. After 60 days, blood and kidney
tissue from all groups were collected
for catecholamines’ quantification and
mesangial cells culture. Results: diabetic
rats had lower body weight, hyperglycemia,
and increase water intake and diuresis.
Additionally, diabetes promoted a sharp
decrease in creatinine clearance compared to
control group. Regarding the whole kidney
extracts, both diabetic groups (treated and
non-treated) had significant reduction in
norepinephrine concentration. In mesangial
cell culture, catecholamines’ concentration
were lower in the culture medium than
in the intracellular compartment for all
groups. Norepinephrine, epinephrine, and
dopamine medium levels were increased
in the diabetic group. Conclusion: The
major finding of the present study was
that 8 weeks of diabetes induction altered
the kidney catecholaminergic system in a
very specific manner, once the production
of catecholamines in the excised kidney
tissue from diabetic rats was differentially
modulated as compared with the production
and secretion by cultured mesangial cells.

Keywords: Diabetes Mellitus; Catecholamines;
Norepinephrine; Epinephrine; Dopamine.
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INTRODUCAO

De acordo com a Federacdo Internacional de Diabetes,
o numero de pessoas com diabetes mellitus (DM)
pode chegar a 700 milhdes em 2045, Este nimero é
alarmante, pois o diabetes influencia a qualidade de
vida e a expectativa de vida dos pacientes. Multiplos
esforcos tém sido feitos na busca de um melhor
entendimento da doenca e, mais importante ainda,
de suas complicacbes. Se ndo for mantida sob um
controle rigoroso, a hiperglicemia leva a intimeras
doengas cronicas macro e microvasculares, incluindo
acidente vascular cerebral, neuropatia, retinopatia
e doenga renal®. Dentre estas, a complicagio mais
prejudicial é a doenca renal diabética, que representa
uma grande preocupagio de satde publica mundial,
independentemente do tipo de diabetes?.

A doenga renal diabética é uma das principais
causas de mortalidade e morbidade em pacientes com
diabetes e consiste de esclerose glomerular e fibrose
causada pelas alteracbes metabdlicas e hemodindmicas
associadas ao diabetes. Apdos um longo periodo de
‘siléncio’ com taxa normal de excrecio urindria de
albumina, o primeiro sinal clinico da doenga aparece’. A
presenga de albumintria patoldgica persistente superior
a 300mg/24hrs (macroalbuminiria) acompanhada por
creatinina plasmdtica anormalmente elevada ou taxa
de filtragio glomerular diminuida (TFG) determina
doenca renal diabética*. Histologicamente, a doenga
renal diabética manifesta-se como expansdo mesangial
difusa ou nodular, espessamento das membranas basais
tubulares e glomerulares, bem como fibrose intersticial®.

As células mesangiais sio os principais
constituintes do glomérulo renal. Elas desempenham
um papel crucial na regulagio da TFG e participam
no desenvolvimento de anormalidades glomerulares
funcionais e morfoldgicas®. As células mesangiais
correspondem a um ter¢o da populagio de células
glomerulares decapsuladas e permitem multiplos
papéis fisiologicos na fung¢io glomerular normal,
como sintese e secre¢io da matriz extracelular. Além
disso, fornecem estrutura e estabilidade a barreira
de filtracdo e, ademais, sio o alvo de uma grande
variedade de hormoénios e fatores de crescimento’.
Este tipo de célula constitui um local potencial para
a produgdo de catecolaminas, expressando todas as
enzimas sintetizadoras e degradantes necessarias para
a cascata de produgio®.

As catecolaminas sdo hormonios bem conhecidos
que desempenham um papel importante na regulagio
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de uma variedade de fungdes fisioldgicas renais, como o
metabolismo do sédio e da dgua e o controle da pressdo
arterial, e um consequente papel causador em vérias
doengas comuns, incluindo hipertensio, dislipidemia
(sindrome metabdlica), e diabetes’. Em varios modelos
experimentais, 0 DM ¢ induzido por estreptozotocina
(STZ) que destr6i seletivamente as células B da ilhota
pancredtica mimetizando o DM tipo 1 humano,
resultando em deficiéncia de insulina, hiperglicemia,
polidipsia e politria'. Este tipo de DM experimental
¢ acompanhado por um aumento de catecolaminas
no cérebro, coragdo e pancreas! 2, No rim, Marco et
al. (2008)¢ mostraram que o DM induziu alteracoes
nas catecolaminas em cultura de células mesangiais
primdrias de camundongos diabéticos nio-obesos.
Os autores observaram um aumento da produgdo/
secrecio de dopamina e noradrenalina em cultura
de células mesangiais e tecido renal, o que poderia
contribuir para o comprometimento da fung¢do renal. Os
autores descreveram que o diabetes altera a produgido
de catecolaminas ao interferir tanto nas enzimas
sintetizadoras quanto nas degradantes, sugerindo um
possivel papel das catecolaminas na patogénese de
complicagOes renais agudas e cronicas do DM®.

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar
o perfil das catecolaminas no tecido renal total e
também na cultura de células mesangiais primarias
obtidas de ratos Wistar controle e tratados com STZ
que poderiam contribuir para o desenvolvimento de
doenga renal diabética.

MateriaL e METODOS

DECLARACAO DE ETICA

Todos os procedimentos experimentais seguiram as
Diretrizes Institucionais para Cuidado e Uso de Animais
de Laboratoério, e os protocolos foram aprovados pelo
Comité de Ftica da Universidade Federal de Sdo Paulo,
Brasil (CEP/UNIFESP - 0240/08).

PROJETO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi realizado para investigar os
efeitos da hiperglicemia sobre as catecolaminas em
tecido renal de ratos STZ-diabéticos e ratos STZ-
diabéticos tratados com insulina, tanto iz vivo como
in vitro. Ratos Wistar-Hannover machos receberam
uma tnica inje¢ao de STZ para tornd-los diabéticos
e foram acompanhados durante 60 dias apds o
inicio do diabetes. Amostras de urina e sangue foram
coletadas e o tecido renal foi removido. Os rins foram
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usados para andlise morfoldgica, quantificacdo
de catecolaminas dos tecidos e cultura de células
mesangiais. A concentragio de catecolaminas foi
determinada em cultura de células mesangiais a partir
de ratos controle (CT), STZ-diabéticos (D) e STZ-
diabéticos tratados com insulina (DT).

ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Ratos Wistar-Hannover (n=8/grupo) com dois
meses de idade, machos, obtidos do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para
Medicina e Biologia da Universidade Federal de Sdo
Paulo (CEDEME), foram utilizados ao longo deste
estudo, e distribuidos aleatoriamente em 3 grupos:
controle (CT), diabético (D) e diabético tratado com
insulina (DT). Os animais foram alimentados com
racdo padrdo de laboratério e receberam dgua da
torneira ad libitum enquanto alojados (4-5 por gaiola)
em uma sala com temperatura e umidade controladas
(22°C e 60+5%), com um ciclo claro-escuro de 12:12
h (luzes acesas as 7h da manha) por 60 dias.

O diabetes foi induzido por uma unica injecao de
veia caudal de STZ apds um jejum de 12 h (STZ, 60
mg/kg de peso corporal; Sigma, Chemical, St. Louis,
MO); em tampdo de citrato 0,01 M recém-preparado,
pH 4,5, Animais controle de mesma idade foram
injetados apenas com tampdo de citrato. Animais
injetados com STZ foram autorizados a beber 5%
de solugdo de glicose durante a noite para prevenir
a mortalidade inicial por hipoglicemia induzida
por drogas. Apds esse periodo, os animais foram
mantidos por 3 dias com livre acesso a comida e dgua.
Os animais injetados com STZ exibiram glicostiria
e hiperglicemia macigas dentro de poucos dias, € o
diabetes foi confirmado medindo-se a concentragio
de glicose no sangue em jejum, 4 dias apds a injecdo
do medicamento. A glicemia de jejum foi determinada
em amostras de sangue obtidas por pung¢io da cauda,
usando um glicosimetro operado por fita (Accu-
Check® Sensor, Roche, Suica), e ratos com uma
glicemia plasmatica de jejum superior a 250 mg/dL
foram considerados diabéticos. Ratos DT comecaram
a receber 2 UI (diariamente) de insulina Neutral
Protamine Hagedorn (NPH Humulin® N, Eli Lilly
Laboratory and Company, Brasil)®® ap6s 4 dias da
inje¢do de STZ.

GAIOLAS METABOLICAS E COLETA DE AMOSTRAS

Na semana 8 do protocolo experimental, os ratos
foram alojados em gaiolas metabdlicas individuais.
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Ap6s 1 dia de adaptagio, mediu-se a ingestdo de dgua
e comida, bem como o volume de urina de 24 h. A urina
foi coletada e centrifugada a 3.000 rpm, a glicose, o pH
e a densidade foram determinados qualitativamente
usando fitas disponiveis comercialmente, e seus niveis
foram classificados com base nos detalhes fornecidos
pelo fabricante (Fitas Reagentes de Urina 10 Labor
Strips-URS10®, TECO Diagnostics, EUA)™.

Ao final do periodo experimental, os animais
foram anestesiados por via intramuscular com
cloridrato de cetamina (100 mg/kg)/ xilazina (12
mg/kg). Amostras de sangue e rins esquerdos
foram coletadas e armazenadas a -80°C até o dia
da avaliacdo da creatinina e catecolaminas. Os rins
direitos foram removidos para cultura de células
mesangiais primarias.

TAXA DE FILTRACAO GLOMERULAR

Mediu-se a proteina total da urina (Reagente de Ensaio
de Proteina BioRad, BioRad Laboratdrios, Hercules,
CA) em aliquotas de urina coletadas conforme
descrito acima'. A TFG foi estimada pela depuragio
de creatinina. A creatinina foi medida em amostras
de urina e plasma pelo método Jaffe utilizando o kit
Creatinina K® (Labtest Diagnostica, Brasil)®.

CULTURA PRIMARIA DE CELULAS MESANGIAIS

As células mesangiais (CM) foram obtidas como
resultado do crescimento externo de glomérulos de
rato, isoladas por peneiramento diferencial, como
descrito anteriormente por nosso grupo'”'s. Em
resumo, os glomérulos foram isolados do rim por meio
de uma técnica de peneiramento gradual com malhas
de aco inoxididvel e nylon em condigdes estéreis.
Culturas primdrias de células mesangiais de ratos
CT, D e DT foram estabelecidas por plaqueamento
de glomérulos isolados (300 glomérulos/cm) em Meio
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, Invitrogen,
Carlsbad, CA)" contendo 20% de soro fetal bovino
(SFB), penicilina (50 U/mL), HEPES (15 mM),
glutamina (2 mM), e D-glicose (5 mM). As células
puderam crescer a 37°C em 5% de CO2 e 95% de ar
em frascos de cultura celular. O meio de cultura foi
substituido a cada 36 h. Apds 3 semanas, as células
foram colhidas com tripsina e as subculturas foram
cultivadas no mesmo meio de cultura. As células
foram utilizadas entre a terceira e quinta subcultura
e caracterizadas por métodos cldssicos, usando os
seguintes critérios: aspecto morfoldgico de células
estreladas, coloracdo de imunofluorescéncia da matriz



extracelular para coldgeno tipo IV e fibronectina,
coloragio negativa de imunofluorescéncia para
antigenos fator VIII humano (células endoteliais
glomerulares) e citoqueratina (células epiteliais
parietais), e coloragdo positiva de imunofluorescéncia
para actina e miosina.

Na subconfluéncia, as culturas de células mesangiais
de todos os grupos foram semeadas e mantidas no meio
de cultura indicado acima. Ap6s 72 h, as células foram
enxaguadas duas vezes com PBS e o meio de cultura foi
substituido por um meio sem SFB, para manter as células
na fase GO do ciclo celular. O meio de cultura foi entdo
coletado nas ultimas 24 h e armazenado a -80°C até o
uso. As células foram enxaguadas com PBS, lisadas com
tampdo Tris-HCl de 1 mM, pH 7,5, e armazenadas a
-80°C até o uso. A concentragdo de catecolaminas no
lisado celular e no meio de cultura foi determinada por
CLAD, como descrito abaixo.

OUANTIFICAQAO DAS CATECOLAMINAS

Rins inteiros foram homogeneizados em 15 mL de acido
perclorico 0,1 M, Na2S205 (metabissulfito de sodio) e
10 pL de dihidroxibenzilamina padrio interno (DHBA)
(1 mM). Os homogenatos foram mantidos refrigerados
durante a noite e centrifugados a 12.000 rpm por 50
minutos. As catecolaminas foram extraidas do meio
de cultura (2 mL) e lisados celulares (0,8 mL) usando
AI203 (alumina) e DHBA. As catecolaminas de tecido
renal e culturas de células mesangiais (meio de cultura e
lisado celular) foram medidas por cromatografia de fase
reversa de par i6nico acoplada a detecgdo eletroquimica
(0,5 v), como descrito por Di Marco et al®. A separagio
isocratica rapida foi obtida utilizando um cition F micron
RP 18 Aquapore, Coluna Brownlee (Applied Biosystems,
San Jose, CA) (4,6x250 mm) eluida com a seguinte fase
mével: 0,02 M de fosfato dibasico de sédio, 0,02 M
de acido citrico, pH 2,64, 10% de metanol, 0,12 mM
de Na2EDTA e 566 mg/L de dcido heptanossulfonico.
A anilise total da amostra durou 30 min. Os niveis de
catecolaminas encontrados em homogenatos celulares,
bem como no meio de cultura correspondente, foram
normalizados pelo contetido de proteina intracelular.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo expressos como média = EP. As
diferencas estatisticas foram determinadas por andlise
de varidncia unilateral (ANOVA). As diferencas
foram consideradas significativas quando P<0,05
comparando os grupos CT, D, e DT.

O diabetes modula a producao de catecolaminas

ResuLtADOS

ESTUDO IN VIVO

A Tabela 1 mostra que os animais D apresentaram
uma reducdo no peso corporal em relagdo aos grupos
CT (266,90 vs 317,50 g) e DT (266,90 vs 298,00 g).
A glicemia em D atingiu niveis tdo altos quanto 3
vezes os do grupo CT (371,40 vs 113,40 mg/dL) e o
tratamento com insulina conseguiu trazer a glicemia
de volta a faixa normal (371,40 vs 114,50 mg/dL).

PARAMETROS FISIOLOGICOS DOS GRUPOS
coNTRoOLE (CT), pbiaBETICO (D) E DIABETICO
TRATADO (DT)

TaABELA 1

CT D DT

31750 266,90 + 298,00
+ 2,00 2,70* + 1,10#
Glicose no sangue 113,40 371,40 = 114,50
(mg/dL) = 0,60 11,40* =+ 1,00#

Peso corporal (g)

Os valores sédo média + EP. *p<0,05 vs CT; #p<0,05 vs D; n=6.

Usamos gaiolas metabdlicas para avaliar diferentes
pardmetros fisiologicos e metabdlicos, como a ingestdo
de dgua e o débito urindrio (Tabela 2). Os animais D
tiveram um aumento de 3,5 vezes na ingestdo de dgua
quando comparados ao CT (109,30 vs 31,30 mL/
dia) e 1,6 vezes comparados ao grupo DT (109,30 vs
66,50 ml/dia). Com relagio a excre¢do urindria, os
ratos D apresentaram uma diurese significativamente
maior quando comparados aos CT (90,00 vs
14,70 mlL/dia), que foi parcialmente revertida no
grupo DT (90,00 vs 44,50 mL/dia).

A proteindria e a depuragdo de creatinina também
foram afetadas pelo diabetes. Um aumento significativo
na proteintria foi observado em ambos os grupos de
diabéticos, D e DT (27,9 = 3,00 € 19,50 = 3,10 mg/24hs
respectivamente) em comparagdo com o grupo CT
(13,6 = 1,00 mg/24hs). Para a depuracdo de creatinina,
enquanto os grupos CT e DT apresentaram valores
normais (2,20 e 2,07 mL/min respectivamente), 0 grupo
D teve uma diminuigdo acentuada neste parametro (0,80
mL/min). A relagdo proteina / creatinina urindria (rP/C),
utilizada para avaliar lesdo aos glomérulos quando ainda
ndo ha evidéncia clinica, demonstrou que o grupo D
apresentou este parametro aproximadamente duas vezes
mais alto do que para os grupos CT e DT (rP/C: 1,61;
2,95 e 1,70 para CT, D e DT respectivamente). Tanto
D como DT também mostraram diminui¢io no pH
urinario (CT= 7,90; D=6,80; DT=6,90) e aumento da
glicose urinaria (CT=negativo; D>1000; DT<600 mg/dL)
quando comparado com o grupo controle (Tabela 2).

A Figura 1 mostra o contetdo das catecolaminas
em extratos de rim inteiro. Ambos os grupos D
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TABELA 2 PARAMETROS FISIOLOGICOS DOS GRUPOS CONTROLE (CT), pIABETICO (D) E DIABETICO TRATADO (DT) DE
GAIOLAS METABOLICAS
CT D DT

Ingestao de agua em 24 horas (mL/dia) 31,30 = 1,80 109,30 + 16,00* 66,50 + 6,70*
Débito urinario em 24 horas (mL/dia) 14,70 = 1,50 90,00 = 12,40 * 44,50 + 6,90*#
Proteina total da urina (mg/24hs) 13,60 + 1,00 2790 + 3,00* 19,50 + 3,10
Depuracao de creatinina (mL/min) 2,20 £ 0,30 0,80 = 0,10* 2,10+ 0,204
pH da urina 790 + 0,20 6,80 + 0,20* 6,90 + 0,20*
Glicose na urina (mg/dL) Negativo > 1000 < 600

Os valores sédo média + EP. *p<0,05 vs CT; #p<0,05 vs D; n=6.

Figura 1. Quantificacdo de catecolaminas nos extratos de rim total
de ratos Wistar. Noradrenalina (1A), adrenalina (1B), e dopamina (1C).
Todos os valores sdo médias + EP, n = 6, *p<0,05 vs CT. Grupos: CT
- controle; D - diabético; DT - diabético tratado.

e DT apresentaram uma redugido significativa
nos niveis de noradrenalina (CT=21,98+2,06;
D=5,86+0,6*; DT=10,88+2,06" pg'g' homogenato
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renal, p<0,05) como visto na Figura 1A. Adrenalina
renal (CT=0,16+0,04; D=0,29+0,06; DT=0,33+0,01
pglidaka g' homogenato renal) e concentracdes
(CT=0,04+0,01; D=0,05+0,001;
DT=0,04+0,01 pg'g' homogenato renal) nio foram

de dopamina

diferentes entre os grupos.

CULTURA DE CELULAS MESANGIAIS

Os niveis de catecolaminas foram significativamente
mais baixos no meio de cultura do que no
compartimento intracelular nos trés grupos (CT,
D e DT). O diabetes aumentou a concentragdo de
noradrenalina, adrenalina e dopamina no meio de
cultura do grupo D (43,50+5,70; 149,00+33,60
e 57,90+11,20 pg-mg-1
respectivamente, p<0,05) em comparagdo com os
grupos CT (18,20+1,30; 13,30+1,90 e 7,20+0,90
pg'mg-1 mg! proteina celular, respectivamente,
$<0,05) e DT (26,90+2,80; 17,60+2,3 e 6,80+0,70
pg mg-1 proteina celular, respectivamente, p<0,05).

proteina  celular

No lisado celular, a adrenalina e a dopamina foram
aumentadas nos grupos D (269,60+21,9 ¢ 189,10+48,70
pglidaka proteina celular, respectivamente, p<0,05)
em comparacio com os grupos CT (62,60+9,30 e
39,10+7,60 pg'mg! proteina celular, respectivamente,
$<0,05)e DT (82,50+9,00 € 38,80+7,50 pg-mg! proteina
celular, respectivamente, p<0,05). Por outro lado, o
contetido intracelular de noradrenalina nao foi diferente
entre os grupos D (139,40+41,10), CT (117,30+9,90),
e DT (63,50+6,50-g" proteina celular, p<0,05) como
mostrado nas Figuras 2 e 3.

DiscussAo

O principal achado do presente estudo foi que
8 semanas de diabetes alteraram o sistema
catecolaminérgico renal de uma maneira muito
especifica, uma vez que a producio de catecolaminas
por tecido renal excisado de ratos STZ-diabéticos é



Figura 2. Quantificagdo de catecolaminas no compartimento extracelular
de CM (meio) de ratos Wistar. Noradrenalina (2A), adrenalina (2B), e
dopamina (2C). Todos os valores sdo média + EP, n = 6, *p<0,05 vs CT,;
#p<0,05 vs D. Grupos: CT - controle; D - diabético; DT - diabético tratado.

diferenciadamente modulada em comparacdo com a
produgdo e secre¢ao por células mesangiais cultivadas.

Embora o rato STZ-diabético desenvolva lesdes
caracteristicas semelhantes aquelas encontradas na
doenga renal diabética humana, este modelo animal
ndo desenvolve hipertensio, o que o torna um bom
modelo para avaliar os efeitos da hiperglicemia em
si. De fato, em um estudo anterior de nosso grupo
utilizando o mesmo modelo animal e protocolo de
tratamento, Ronchi et al. demonstraram que ratos
STZ tratados ou ndo com insulina, ndo apresentam
aumento da pressio arterial'®. Esta adaptagio
também foi observada anteriormente e, em alguns
casos, os autores descrevem uma diminui¢io na
pressao arterial?’. A auséncia de hipertensdo neste
modelo nos permitiria focar nos efeitos metabdlicos
do diabetes sobre a fun¢do renal e a producdo de
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Figura 3. Quantificagdo de catecolaminas no compartimento intracelular
de CM primérias (lisadas) de ratos Wistar. Noradrenalina (3A), adrenalina
(3B) e dopamina (3C). Todos os valores sdo média + EP, n = 6,
*p<0,05 vs CT; #p<0,05 vs D. Grupos: CT - controle; D - diabético; DT
- diabético tratado.

catecolaminas, independentemente dos efeitos da
hipertensdo sistémica.

Neste modelo animal observamos diferengas
marcantes nos biomarcadores urindrios da doenca
renal diabética, tais como um aumento na excrecio
de proteina total e uma importante diminui¢io na
depuracio de creatinina. E importante mencionar
que os animais STZ exibem proteindria progressiva
e uma diminui¢io precoce da funcdo renal. Por
outro lado, eles apresentam alteragdes histologicas,
incluindo glomérulos e as lesdes tubulointersticiais,
somente apos 3-6 meses de diabetes. Tal fato esta
de acordo com um estudo anterior de nosso grupo,
utilizando o mesmo modelo animal, onde Ronchi
et al. (2007)" n3o encontraram nenhuma altera¢io
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estrutural analisando a histologia renal de animais
diabéticos durante o desenvolvimento inicial da
doenga®. Isto também é sustentado por outros
estudos, mostrando que animais STZ podem ser
resistentes ao desenvolvimento de danos renais
histolégicos®. No entanto, é importante mencionar
que alteragdes patoldgicas estruturais associadas a
doenga renal diabética, incluindo a deposi¢io de
matriz extracelular, espessamento da membrana
basal glomerular, ativagio de vias proliferativas,
atrofia tubular e albumintria leve a moderada,
foram descritas em animais STZ, 6 meses apds a
inducdo do diabetes?*?’.

O modelo animal STZ é qtil para elucidar o
mecanismo associado a patogénese precoce da doenga
renal diabética®® considerando que sdo necessdrios
apenas alguns dias para que a hiperglicemia
comece a regular positivamente as vias que levam
a esta complicagio?®. Neste estudo, a alteragio
da filtragio glomerular de animais diabéticos
associada a poliuria caracteriza o estagio inicial da
doencga renal diabética'>?’.

Virias linhas de evidéncia sugeriram que um estado
precoce de desequilibrio entre a via do 6xido nitrico
(ON) e o sistema renina-angiotensina (SRA)*® que
leva a um aumento da atividade do sistema nervoso
simpético periférico esta implicado na patogénese
de disfuncdes renais que acompanham o DM?7%°31,
Além disso, a angiotensina I como principal efetor
do SRA e um potente vasoconstritor, leva a liberacdo
de catecolaminas da medula adrenal e terminacoes
nervosas pré-juncionais, predispondo a hipertensio
associada ao DM?'. Di Marco et al. (2008)° usaram
células mesangiais de ratos diabéticos ndo-obesos e
seus resultados sugeriram uma implica¢do do diabetes
tanto nas enzimas de catecolaminas sintetizadoras
como nas degradantes, sugerindo um possivel papel
desses componentes na patogénese das complicagdes
renais agudas e cronicas do DM.

Na verdade, a noradrenalina circulante é
aumentada em pessoas com diabetes ou hipoglicemia
mal controlados’?. Por outro lado, tem sido relatado
que os niveis de catecolaminas plasmadticas estdo
diminuidos®**, ou inalterados''** em resposta ao
diabetes. Embora existam informacoes, a validade
de inferéncias sobre a atividade do sistema nervoso
simpdtico no diabetes com base apenas nas
catecolaminas plasmadticas circulantes é questiondvel,
uma vez que os niveis plasmdticos das aminas ndo
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representam necessariamente a atividade simpdtica
especifica do tecido®.

Além das controvérsias sobre os niveis circulantes
de catecolaminas em resposta ao diabetes, hd
também discrepancias em relacdo a concentragio de
catecolaminas teciduais que parecem depender do
modelo animal, gravidade e dura¢do do diabetes®>3.
Em um estudo anterior, nosso grupo demonstrou que
homogenatos renais inteiros de ratos diabéticos ndo-
obesos (NOD) apresentam aumento na producdo e
secrecdo de noradrenalina em comparacao com NOD
normoglicémicos e ratos suicos®. Entretanto, Fushimi
etal. (1988)% relataram que, como a dura¢do do estado
diabético se prolonga em ratos, hd uma diminui¢do
gradativa proporcional ao tempo na resposta de
catecolaminas plasmaticas®. Giachetti (1978)3
também descreveu, usando os ratos db/db, que
dependendo da durac¢io do diabetes, a concentragio
de noradrenalina renal ndo é influenciada ou é
reduzida em resposta ao diabetes®; e este tipo de
alteragdo também foi observada no tecido cardiaco de
ratos diabéticos®**. Isto é semelhante ao curso clinico
observado em diabéticos humanos, que também
inclui uma reducdo de excre¢do de catecolaminas
apés o aparecimento da neuropatia autonoma. Em
pacientes diabéticos com neuropatia autondmica, a
concentragdo de noradrenalina plasmadtica, utilizada
como um indice de atividade nervosa simpdtica é
baixa. Esta diminuicio, no entanto, s6 é encontrada
em pacientes com uma longa dura¢io de diabetes com
neuropatia autonémica clinicamente grave®.

Em resposta a hipoglicemia induzida por
insulina em pacientes diabéticos com neuropatia
autonémica, os niveis plasmaticos de adrenalina e
noradrenalina foram significativamente mais baixos
do que em diabéticos sem neuropatia autonémica e
individuos saudaveis. Estes resultados demonstram
que a adrenalina e noradrenalina sdo afetadas em
diabéticos com neuropatia autonémica em resposta
a hipoglicemia induzida por insulina*’. Além disso,
alteragdes no sistema nervoso simpatico decorrentes de
complicagdes do DM levam a diferentes manifestagdes
clinicas, tais como hipotensido postural e alteragoes
em vdrias fungdes viscerais. Tem sido relatado que a
neuropatia autondmica estd relacionada ao aumento
da mortalidade no DM tipo 1 e tipo e que os pacientes
com neuropatia autondmica diabética avancada
possuem noradrenalina plasmdtica diminuida®.
Como descrito por Granados et al. (2000)%, os niveis
basais de noradrenalina estio diminuidos como



resposta ao frio em pacientes submetidos a essas
alteragdes de temperatura e testes ortostdticos com
neuropatia autondmica definida e grave, evidenciando
uma resposta modulada pelo estresse. Nesse mesmo
estudo, os niveis de adrenalina em pacientes
diabéticos com e sem neuropatia autondémica nio
foram diferentes, sugerindo que a funcdo adrenal nio
¢ alterada. Estes autores nao encontraram associa¢ao
dos niveis de glicose no sangue ou de hemoglobina
glicada com a gravidade da neuropatia®.

No presente estudo, ndo foi possivel determinar se
a diminui¢do da concentragdo renal de noradrenalina
foi uma consequéncia de neuropatia ou uma resposta
protetora aos danos renais, considerando que o
aumento da sensibilidade a noradrenalina tem sido
descrito em rins diabéticos*. Ainda com relacdao a
possivel resposta protetora relacionada a reducio da
concentra¢ao de noradrenalina no tecido renal, como
consequéncia da ativa¢do simpdtica, a noradrenalina
aumenta os niveis de glicose, piorando o estado
metabélico animal®. E importante mencionar
que a diminui¢do acentuada da concentragdo de
catecolaminas no tecido renal também pode ser uma
consequéncia de hipertrofia renal, nio acompanhada
de um aumento proporcional no conteudo total de
noradrenalina; assim, a concentragio de amina
(nanogramas por grama) é diminuida®®. Uma anilise
mais detalhada dos dados relativos as concentracoes
renais de noradrenalina, adrenalina e dopamina
mostra que o diabetes ndo induz uma diminui¢ido
proporcional nas trés catecolaminas, sugerindo
que a importante diminui¢io na concentra¢io de
noradrenalina estd provavelmente relacionada a
alteragdes na fung¢io do nervo adrenérgico periférico,
que parece estar correlacionada com a gravidade da
sindrome diabética experimental, como observado
em estudos anteriores®.

Luippoldetal. (2004)* relataram que a denervagio
renal crénica prévia a indu¢do de DM induzido por
STZ possuia uma ac¢do renoprotetora consideravel
contra a hiperfiltracio glomerular. Esses achados
apoiam a visdo de que os componentes adrenérgicos
estio diretamente relacionados ao impacto sobre
as fungdes renais e hemodindmicas em DM nio
controlado. No contexto clinico, Feyz et al. (2020)*
estudaram o efeito da denervagdo simpdtica renal
em 60 pacientes hipertensos. O estudo concluiu que,
apesar da redugdo significativa da pressdo arterial,
a denerva¢do ndo promoveu alteracdo significativa
nem nas catecolaminas nem nos componentes do
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SRA. Entretanto, até o momento, os mediadores
responsaveis, bem como os mecanismos subjacentes
envolvidos na denervacdo simpdtica renal, nio sio
completamente compreendidos.

Nosso grupo e outros demonstraram que a CM
primdria possui 0 maquindrio biosintético necessario
para produzir catecolaminas in vitro, sugerindo
que elas podem atuar como um sistema hormonal
paricrino/autdcrino, contribuindo para a regulacdo
da hemodindmica glomerular e da microcirculagdo
renal®*. Considerando a importincia da CM
na manutencdo da fun¢do glomerular, que as
catecolaminas desempenham um papel causador
na doenca renal diabética®, e que os mecanismos
subjacentes envolvidos nesta patologia ndo sio
completamente compreendidos, nosso grupo também
demonstrou que a CM isolada de ratos NOD (DM
tipo I) produziu e secretou niveis mais elevados de
dopamina e noradrenalina, aumentando a atividade
da tirosina hidroxilase e inibindo a atividade da
monoamina oxidase®.

Aqui, descrevemos que a CM cultivada isolada
de ratos STZ (lisado celular), produziu niveis mais
elevados de noradrenalina, adrenalina e dopamina
em comparagdo com o controle, e o tratamento com
insulina foi capaz de reduzi-los. Por outro lado, a CM
de ratos STZ diabéticos secretou maiores quantidades
de adrenalina e dopamina, mas ndo de noradrenalina
(meio de cultura), e este desequilibrio foi corrigido
pela insulina, demonstrando o importante papel da
hiperglicemia no desenvolvimento destas alteragdes.
E bem conhecido que a CM controla a fungio
glomerular devido a sua capacidade de contrair e
reduzir a drea da superficie capilar glomerular, e
sintetiza varios hormonios. A geracdo local dessas
substincias vasoativas pode alterar profundamente
a fungio renal, independente de alteracdes
hemodinamicas sistémicas®*°. No estado normal, a
contracdo ténica por CM neutraliza a hipertensio
intraglomerular para manter constante a TFG por
autorregulacdo. Evidéncias do envolvimento da CM
no DM foram apresentadas pela primeira vez por
lidaka et al. (1968)°!, que mostraram que 0 mesangio
era o sitio glomerular inicial associado a nefropatia
diabética. Estudos subsequentes mostraram que,
no estado diabético, a hiperfiltragio surgiria como
resultado se a CM ndo pudesse se contrair isométrica
e isotonicamente para neutralizar a pressdo
intraglomerular. Assim, as evidéncias de uma série de
modelos diabéticos sugerem que CM disfuncionais
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sdo parcialmente responsdveis pela condi¢io de
hiperfiltragio diabética. No entanto, é provavel que
nio uma, mas vdrias vias de sinalizagdo estejam
envolvidas na resposta patologica da CM no diabetes.

Nossos resultados mostram um aumento
acentuado da concentracdo e secre¢io de dopamina
por CM cultivada, e este projeto de estudo nos permitiu
mostrar pela primeira vez que, em resposta ao diabetes,
a producio de dopamina por extrato tecidual renal
¢ diferencialmente modulada em comparacdo com a
produgio por CM de ratos diabéticos. Esta diferenca
sugere um possivel papel protetor da dopamina na
CM, em resposta a progressio da doenga renal no
modelo animal STZ. De fato, tem sido descrito que
o aumento dos niveis intrarrenais de dopamina inibiu
a hiperfiltragdo, diminuiu os marcadores de estresse
oxidativo e inibiu a infiltracio de macréfagos,
enquanto que a diminui¢do da producdo intrarrenal
de dopamina teve o efeito oposto. Na verdade,
Marwaha et al. (2004)2 mostraram que ratos
diabéticos induzidos por STZ apresentam redugio
da funcdo do receptor D1 de dopamina renal, o que,
por sua vez, é devido a uma diminui¢do da expressio
do receptor D1 de dopamina e a um defeito no
acoplamento do receptor a proteina G. Os autores
descrevem que esta anormalidade na expressio do
receptor D1 juntamente com o acoplamento e fun¢io
do receptor defeituoso da proteina G é parcialmente
causada por hiperglicemia e pode contribuir para a
retengdo de sddio observada no diabetes tipo I. Na
literatura, foi descrito que a dopamina desempenha
um papel crucial na nefropatia diabética®.

Em resumo, mostramos que a administracio de STZ
produziu um aumento significativo no nivel de glicose
no sangue e reducio do peso corporal, juntamente com
outros sintomas tipicos de diabetes, incluindo polidipsia,
polifagia e politria, que foram parcialmente revertidos
pelo tratamento com insulina. Com o inicio do diabetes,
observou-se uma diminui¢io na depuracio de creatinina,
indicando o estabelecimento bem-sucedido de um modelo
de doenca renal diabética. Além disso, os resultados
mostraram que 8 semanas de diabetes alteraram o
sistema catecolaminérgico renal de maneira muito
especifica, uma vez que a producio de catecolaminas
por tecido renal excisado de ratos diabéticos é modulada
diferencialmente em comparagio com a producio e
secre¢io por CM cultivadas. A regulamentagdo desta
cascata hormonal e sua potencial contribuicio para o
controle intrarrenal da funcdo glomerular no diabetes
ndo sio completamente compreendidas. No entanto,
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com as ferramentas gendmicas e protedmicas tornando-
se cada vez mais disponiveis, varios fatores de transcri¢io
e reguladores estdo sendo identificados em relagio a esta
via, o que poderia permitir uma maior compreensio
da contribui¢io que as alteracbes nas catecolaminas
celulares e teciduais representam na patogénese da doenca
renal diabética. Além disso, um melhor entendimento
da fisiopatologia da doenga renal associada ao diabetes
ajudara no desenvolvimento de alvos de medicamentos
novos e complementares. Finalmente, também
gostariamos de enfatizar a importancia do modelo CM,
uma vez que ele fornece um modelo conveniente para
o estudo de sintese renal e liberacio de catecolaminas
carentes de contribui¢io neuronal.
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