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SERRALHA, Robson S. Correlagdo entre o receptor P2X7 e 0s parametros de
funcao renal, no estagio precoce do diabetes mellitus experimental. 2017. 31f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Biomedicina) — Centro
Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2017.

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica que ocorre quando h& falha na
producdo de insulina ou quando esta ndo € utilizada de maneira eficiente pelo
organismo. Dados da Organizacdo Mundial da Saude, de 2016, estimam que
aproximadamente 422 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com DM, namero
que pode duplicar até 2040. A alta concentracdo de ATP, como visto no DM, é
responsavel pela ativagcdo de receptores P2X7. O objetivo deste trabalho é
correlacionar o contetudo proteico de P2X7 com os parametros de funcdo renal na
fase precoce do DM. Ratos Wistar machos foram todos uninefrectomizados para
acelerar o desenvolvimento da nefropatia diabética e em seguida foram distribuidos
nos grupos controle e diabético em um protocolo de 8 semanas. O DM foi induzido
pela administracdo de estreptozotocina (60 mg/kg, i.v.), sendo que 0s animais
controle receberam apenas o veiculo da droga — tampéo citrato. Os animais foram
alocados em gaiolas metabdlicas para coleta de urina e sangue em todas as
semanas; estas amostras foram utilizadas para dosagens de ureia, creatinina,
proteindria, espécies reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) e oxido nitrico (NO).
Os animais foram eutanasiados ap0s as gaiolas metabdlicas e o rim remanescente
foi coletado para realizacdo de dosagens bioquimicas e moleculares. Os resultados
foram descritos como média + erro padrdo. Foi feito Teste T para dados
paramétricos e para os dados ndo paramétricos foi realizado o teste de Mann-
Whitney. A andlise de variancia foi feita por ANOVA de medidas repetidas, com
significancia definida para ambos por p<0,05. Foi observado aumento na ingesta de
agua, racdo, glicemia e proteindria nos animais diabéticos em todas as semanas
guando comparados com seus respectivos controles. A ureia urinaria estava
reduzida em todas as semanas no grupo diabético, enquanto que a ureia plasmatica
estava elevada da 12 a 72 semana neste mesmo grupo de animais. A creatinina
urinaria estava reduzida em todas as semanas nos animais diabéticos, assim como
0S niveis plasmaticos no momento basal, 12, 42, 62, e 8% semanas. TBARS urinario
estava elevado em todas as semanas nos animais diabéticos, enquanto que os
niveis plasmaticos estavam elevados na 42 e 8% semana neste mesmo grupo. Os
niveis de TBARS no cortex renal estavam elevados nos ratos diabéticos na 12, 22, e
82 semanas. NO urinario estava reduzido em todas as semanas nos animais
diabéticos, com significAncia na 5% semana. Nao houve alteracdes plasmaticas. O
NO do cortex renal estava reduzido na 22 semana, mas elevado na 42 e 62 semanas,
comparando os animais diabéticos com seus controles. Os niveis proteicos de P2X7
se encontravam elevados na 82 semana nos animais diabéticos. O delta destes
niveis apontam para os maiores valores na 62 e 8% semana, quando comparados
com a semana inicial de protocolo nos animais diabéticos. O receptor P2X7
apresentou uma forte correlacdo com o0s niveis de excrec¢do urinaria de NO nos
animais diabéticos; isso nos permite inferir que este receptor pode ser a causa ou 0
efeito dos agentes que resultam na menor biodisponibilidade de NO.

Palavras-chave: Diabetes mellitus experimental; ratos Wistar; receptores
purinérgicos P2Xz7; testes de funcao renal.



SERRALHA, Robson S. Correlation between P2X7 and the renal function
parameters on the experimental diabetes mellitus early stage. 2017. 31 f.
Completion coursework (Bachelor degree in Biomedical Sciences) — Centro
Universitario Sao Camilo, Sao Paulo, 2017.

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease who occurs when there is a failure in
insulin production or when this is not used efficiently by the organism. Data from
World Health Organization, from 2016, estimate that approximately 422 million
people were diagnosed with DM, number that can double by 2040. The high
concentrations of ATP, as seen in DM is responsible for P2X7 receptor activation.
This aim work is correlate the P2X7 protein content with the renal function parameters
on the DM early stage. Wistar male rats were all uninephrectomized to fast the
diabetic nephropathy development and were distributed in control and diabetic group
in a 8 weeks protocol. The DM was induced by streptozotocin administration (60
mg/kg, 1IV), with the control animals receiving only the drug vehicle — citrate buffer.
The animals were allocated in metabolic cages to urine and blood collect in all weeks
of protocol; these samples were used to urea, creatinine; proteinuria; thiobarbituric
acid reactive species (TBARS) and nitric oxide (NO) dosages. The animals were
euthanized after metabolic cages and the remanescent kidney was collected for
biochemical and molecular dosages. The results were described as + SEM. T-test
was used for parametric data and the Mann-Whitney test was performed for non-
parametric data. The variance analysis was made by RM ANOVA, significance
defined for both with p<0,05. Was observed and increase in water ingest, food intake,
glycaemia and proteinuria in diabetic animal at every weeks when compared with
their respective controls. Urine urea was reduced every week in the diabetic group,
whereas plasma urea was elevated from 15t to 71" weeks in this same group of
animals. Urinary creatinine was reduced every week in diabetic animals, as were
plasma levels at baseline, 1%, 4™, 6", and 8" weeks. Urinary TBARS was elevated
every week in diabetic animals, whereas plasma levels were elevated in the 4" and
8" weeks in the same group. Tissue levels of TBARS were elevated in diabetic rats
at the 1st, 2" and 8" weeks. Urinary NO was reduced every week in diabetic
animals, with significance at week 5. There were no plasma changes. Tissue NO was
reduced in the 2" week, but elevated in the 4" and 6" weeks, comparing the diabetic
animals with their controls. Protein levels of P2X7 were elevated at week 8 in diabetic
animals. The delta of these levels points to the highest values in the 6" and 8t
weeks, when compared with the initial week of protocol in diabetic animals. The
P2X7 receptor showed a strong correlation with urinary NO excretion levels in
diabetic animals; this allows us to infer that this receptor may be the cause or the
effect of the agents that result in the lower NO bioavailability.

Keywords: Experimental diabetes mellitus, Wistar rats; purinergic P2X7 receptors;
renal function tests.



LISTA DE ABREVIATURAS

"OONO - peroxido nitrito

AGE/AGEs — produtos finais de glicosilacdo avancada
ATP — adenosina trifosfato

DNA — acido desoxirribonucleico

DM — diabetes mellitus

GSH - glutationa

MDA — malondialdeido

NADPH — nicotinamida adenina dinucleo6tido fosfato
ND — nefropatia diabética

NO — oxido nitrico

NOS — oxido nitrico sintase

O~ — anion superoéxido

ROS — espécies reativas de oxigénio

TBARS — espécies reativas ao acido tiobarbiturico
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1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) € uma doenca cronica que se apresenta como um dos
principais problemas de saude publica ao redor do mundo atualmente. Dados da
Organizacdo Mundial de Saude apontam que aproximadamente 422 milhfes de
pessoas haviam sido diagnosticadas com diabetes até o ano de 2014. Este dado
representa uma prevaléncia global de cerca de 8,5% da populagdo adulta. Em
guadros mais avancados, 0s pacientes podem apresentar perda da funcao renal,
cegueira e a amputacdo de membros inferiores (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016).

Ademais estes dados alarmantes, foram registrados, somente no ano de
2015, mais de 5 milhGes de 6bitos devido a doenca ou suas complicacfes. Estes
nameros ultrapassam até mesmo o numero de 6bitos registrados por HIV/AIDS,
tuberculose e malaria (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

Por conta da imensa gama de complicacdes relacionadas a doenca, diversos
paises aumentaram o0s investimentos direcionados ao combate do DM. Hoje os
gastos globais ultrapassam os 825 bilhdes de dolares por ano, que sao divididos em
acOes de conscientizacdo e prevencdo, além dos tratamentos administrados em
pessoas ja diagnosticadas com a doenca (NCD RISK FACTOR COLLABORATION,
2016).

Existem duas formas principais de DM, sendo classificadas como tipo 1 e 2.
No tipo 1, fatores genéticos associados a ambientais levam a resposta autoimune
nas ilhotas de Langerhans, causando a destruicdo das mesmas e supressdo na
producao de insulina (MATHIS et al., 2001).

A ineficiéncia ou a auséncia na producdo de insulina resulta na perda do
correto metabolismo da glicose, aumentando as concentragdes plasmaticas da
mesma. Este aumento acima dos niveis normais resulta em hiperglicemia, a
caracteristica mais prevalente em pacientes diabéticos e que € responsavel pela
maioria dos problemas vasculares relacionados ao DM, tais com a retinopatia e a
nefropatia diabética (ND) (KUMAR et al., 2005).

Este quadro hiperglicEmico € responsavel pelo aumento de adenosina

trifosfato (ATP), a mais vital fonte de energia celular para sistemas biolégicos. O ATP



no meio extracelular se torna mediador multifacetado de diversas fungdes celulares
através da sua interagdo com receptores denominados purinérgicos, apresentando
respostas autocrinas ou paracrinas (FORBES; COOPER, 2013).

Burnstock e Kennedy (1986) propuseram uma classificacdo destes receptores
purinérgicos, na qual aqueles sensiveis ao ATP foram qualificados de acordo com
suas estruturas moleculares, forma de atuacao, entre outras caracteristicas. Assim,

foram subdivididos em duas grandes familias de receptores, P2X e P2Y.

Foram identificados 7 membros da familia P2X, sendo o receptor P2X7 0 mais
divergente entre eles por possuir diferencas estruturais peculiares: este receptor
apresenta regido C-terminal mais extensa, a qual quando ativada promove, entre

outros efeitos, a abertura de um canal catidnico (VOLONTE et al., 2012).

O receptor P2X7 é ativado apenas em altas concentragfes extracelulares de
ATP, isso o relaciona a eventos patoldégicos como a inflamacgéo, lesao tecidual,
agregacdo plaquetaria, trombose e outros efeitos (BARTLETT et al., 2014). Além
disso, ao permitir a entrada de cations, entre eles o calcio, o P2X7 se torna forte
indutor de apoptose, haja vista que a elevacao intracelular deste cation pode ativar
processos bioquimicos toxicos que culminam na morte celular (ADINOLFI et al.,
2005).

A ativacdo prolongada deste receptor causa o0 surgimento de poros na
membrana que além da entrada excessiva de célcio permite também a passagem de
estruturas com peso molecular de até 900 Da, como o brometo de etidio (394 Da) e
o iodeto de propideo (668 Da) — ambos corantes organicos que podem ser
absorvidos e que podem auxiliar nas analises de funcionalidade do receptor
(PELEGRIN, 2011). Estes eventos promovem ruptura da membrana plasmatica e
morte celular por necrose (LIANG, 2005).

Esses receptores P2 ativam diversos eventos fisiolégicos e, talvez, estas
modulagdes seriam o “evento chave” para o desenvolvimento de mecanismos
patogénicos observados em algumas doencas agudas e cronicas, tanto que ha
evidéncias crescentes da ativacao do receptor P2X7 via ATP possa estar envolvida
em diversas patologias renais, por exemplo, a nefropatia diabética (SOLINI et al.,
2015). Por essa razdo, pesquisadores estdo estudando ativamente novas

estratégias para antagonizar ou bloguear esse receptor.



Chen e colaboradores (2011) utilizando camundongos diabéticos e nao
obesos (NOD) verificaram que era necessaria a presenca de receptores P2X7 para
promover o desenvolvimento mais rapido de DM tipo 1, visto que este receptor

modulava parte da resposta imune causando inflamacéao e destruicao tecidual.

Rodrigues e colaboradores (2014) usando modelos experimentais de DM tipo
1 conseguiram demonstrar forte relagdo entre o estresse oxidativo e o aumento de
P2X7 nos rins de ratos diabéticos, sugerindo que a manutencdo da homeostase
redox possa inibir esse receptor. Desta maneira, o P2X7R se torna alvo para o
desenvolvimento de supressores que venham atuar como coadjuvantes no

tratamento da nefropatia diabética.



2. OBJETIVO

Analisar os parametros de funcao renal, lesdo renal, homeostase oxidativa e
correlaciona-los com o conteudo proteico de P2X7 encontrado no cortex renal com

na fase precoce do diabetes.



3. MATERIAL E METODOS

Todo o projeto foi realizado utilizando as dependéncias do Laboratério de
Oxido Nitrico e Estresse Oxidativo, como da disciplina de Nefrologia da Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP), sendo registrado sob n°® CEUA 6145060416.

Ratos Wistar machos com 7 semanas de idade foram obtidos do Biotério do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME), da Universidade
Federal de Sdo Paulo — UNIFESP. Nesse mesmo dia ocorreu a pesagem e estes
animais foram alocados em caixas coletivas, respeitando as normas do Biotério do
Laboratorio da Disciplina de Nefrologia (biotério 20) que permitem 0 nimero maximo
de 4 animais por caixa. Este biotério apresenta temperatura controlada de 22 + 2°C,
em ambiente com periodos regulares de claro e escuro de 12:12 horas, a partir das
06 horas da manha. Receberam racao padrdao LABINA, PURINA® e agua ad libitum,

sendo que a primeira semana foi a semana de adaptacao destes ao ambiente.

Nefrectomia

Com o intuito de acelerar o desenvolvimento da nefropatia diabética, a
nefrectomia unilateral foi realizada em todos os animais. Para este procedimento, 0s
ratos foram anestesiados com cloridrato de quetamina (65mg/kg) (Dopalen®, Sesp,
Brasil) e cloridrato de xilasina (9mg/kg) (Xilazina®, Rhobiofarma, Brasil), (ambas
i.m.), logo a seguir foram tricotomizados e a limpeza da pele foi realizada com alcool
etilico 70%.

A seguir, foi feita pequena incisdo de aproximadamente 2 cm na regido
lombar e o rim esquerdo — como padronizado em nosso Laboratorio — foi removido.
Todo o procedimento foi realizado em condicdes estéreis e o0s animais
permaneceram em durante uma semana. Na recuperacdo dos animais foi
administrado analgésico opi6ide ndo esteroidal — Maxicam (2mg/kg) (Maxicam®,

Ouro Fino, Brasil), uma vez ao dia durante 2 dias, aplicado via subcutanea.

Inducéo do diabetes mellitus



Os ratos foram submetidos & uma Unica administracdo de estreptozotocina
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) na veia caudal na dose 60mg/kg de peso
corporal, dissolvida em 0,1M de tamp&o citrato com pH 4,5; os animais controle
receberam apenas o veiculo da droga. O DM foi confirmado 48 horas apos inducéao,
sendo definido através da glicemia de jejum acima de 200mg/dL medidos por
glicosimetro; os animais que falharam a esse critério foram excluidos. Formaram-se

assim dois grupos: DM e controle, com n=5 ratos por grupo por semana.

Gaiola metabdlica

Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas na semana de
confirmacédo do diabetes (momento basal) e ao longo das oito semanas de protocolo

para a coleta de urina de 24 horas. Agua e rag&o foram fornecidos ad libitum.

Posteriormente a retirada dos animais, a glicemia apos jejum de 3 horas foi
aferida por glicosimetro (Accu-Chek® Performa; Roche; Brasil). Neste procedimento,
realizamos pequena puncao na por¢do mais distal da cauda dos ratos com agulha
descartavel nas dimensdes de 13 x 0,45 mm (Descarpack; Sdo Paulo; Brasil). A gota
de sangue proveniente desta puncdo era colocada no slot das tiras (Accu-Chek®

Active; Roche; Brasil) e o valor da glicemia, mostrado no visor do aparelho.

Em seguida, os mesmos foram anestesiados com cloridrato de quetamina e
cloridrato de xilasina, para a coleta de sangue via plexo retro orbital, visto que essa
via permite a retirada de pequenas quantidades de sangue. As amostras coletadas
foram centrifugadas, aliquotadas e o plasma foi armazenado em freezer -20°C para

posteriores analises bioquimicas.

Eutanasia

Os animais foram eutanasiados semanalmente no dia seguinte as gaiolas
metabolicas recebendo doses maiores de anestésico que aquelas utilizadas no
procedimento padrdo. Assim, foram utilizados cloridrato de quetamina (130mg/kg) e
cloridrato de xilasina (20mg/kg), via intramuscular. Os animais anestesiados

passaram pelo processo de incisdo cardiaca para completar o processo de



eutanasia e o rim remanescente extraido e armazenado em freezer -80°C para as

devidas analises.

Funcao renal

Creatinina e wureia urinarias foram analisadas via kits colorimétricos
correspondentes (CREATININA, Labtest, Brasil; UREA CE, Labtest, Brasil,
respectivamente), seguindo as especificacdes do fabricante. As afericbes foram

realizadas em leitor de ELISA (Sinergy HT, Biotek Instruments, Winooski, USA).
Proteinuaria

A presenca de lesdo renal foi averiguada através das analises de proteinuria
via kit colorimétrico. (SENSIPROT, Labtest, Brasil), seguindo as especificacbes do
fabricante. As afericdes foram realizadas em leitor de ELISA (Sinergy HT, Biotek

Instruments, Winooski, USA).

Homogenato do cortex renal para TBARS e NO

As amostras de cértex renal foram colocadas em tampdo de homogeneizacao
(Tris-HCI 0,01M, Tris-béasico 0,01M; KCI 0,2M) e foram processadas em velocidade
média por triturador (Tissueruptor®, Qiagen, Hilden, Germany) sob gelo picado. Em
seguida, as mostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos em temperatura

de 4°C. O sobrenadante foi coletado, aliquotado e armazenado em freezer -80°C.

Estimativa da lipoperoxidacéo

A peroxidacdo lipidica foi analisada tendo como base o0s niveis de
malondialdeido (MDA) — um dos produtos finais da lipoperoxidacdo — através do
método de espécies reativas ao 4cido tiobarbitlrico (TBARS). A concentracdo de
MDA é calculada através do coeficiente de extingdo molar (1.56 x 10° molt cm™),
nas amostras urinarias, plasmaticas e teciduais. As afericdes foram realizadas em
leitor de ELISA (Sinergy HT, Biotek Instruments, Winooski, USA) (SHIMIZU, 2005).



Dosagem de NO

O NO foi analisado através da reconversdo de seus metabdlitos — nitrito e
nitrato utilizando o Nitric Oxide Analyzer (Sievers Instruments, Boulder, USA).
Quando o NO é novamente formado, pode reagir com o o0zb6nio, produzindo
pequenas particulas de Iluz que sdo captadas através do método de

guimioluminescéncia.

Homogenato do cortex renal para Western blot

As amostras de cortex renal foram colocadas em tampédo K-HEPES com
inibidor de protease e foram processadas em velocidade média por triturador
(Tissueruptor®, Qiagen, Hilden, Germany) sob gelo picado. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 2000g por 15 minutos em temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi coletado, aliquotado e armazenado em freezer -80°C.

Western Blot

As proteinas totais do sobrenadante do homogenato de cortex renal foram
determinadas pelo método de Bradford. O equivalente a 55ug de proteina de cada
amostra foi colocado para correr em gel de poliacrilamida a 10%. Depois da corrida,
foi feita a transferéncia por eletroeluicdo destas proteinas do gel para a membrana

de nitrocelulose (BioRad, Sdo Paulo, Brasil).

Subsequentemente, as membranas foram bloqueadas por 1 hora com leite
desnatado em p6 a 10% preparado em tampao TBS-T (20mM Tris; 50mM NacCl;
1,2mM EDTA,; tween20 a 0,1%). As membranas foram incubadas overnight com
anticorpo policlonal anti P2X7 (sc-25698/rabbit, Santa Cruz Biotechnology Inc., CA,
EUA) e com o anticorpo policlonal anti actina (sc-1615/goat, Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA, EUA), diluidos em TBS-T a 1:100 e 1:1000,

respectivamente.



Depois da incubacdo as membranas foram lavadas com tampao de TBS-T
(trés vezes, 10 minutos cada) e a seguir, incubadas com anticorpo secundario anti
rabbit (AP132P, Millipore™, Sdo Paulo, Brasil) e anti goat (AP106P, Millipore™, Sao
Paulo, Brasil), diluidos em TBS-T a 1:1000 e 1:5000 respectivamente, durante 1

hora em temperatura ambiente.

Apbs isso, foram realizadas lavagens com tampdo TBS-T. As bandas para
P2X7 foram visualizadas pelo método de quimioluminescéncia (ECL Western blotting
analysis system; Amersham International, Sdo Paulo, Brasil) e analisado pelo
fotodocumentador (Alience 4.7 Uvitec Cambridge, Londres, Reino Unido). As
expressOes relativas de P2Xz foram analisadas normalizando seus respectivos

valores pela actina e foram expressos em porcentagem baseados no grupo controle.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média = erro padrdo. Para andlise dos
grupos controle e diabéticos de cada semana foi utilizado o Teste T pra os dados
paramétricos e teste de Mann-Whitney para os ndo paramétricos. A andlise de
variancia entre as diferentes semanas nos grupos foi feita por ANOVA de medidas
repetidas. Significancia definida por p<0,05 para ambos os testes. Utilizamos o
software GraphPad Prisma 5.0 (San Diego, EUA).
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4. RESULTADOS

No decorrer do protocolo foram observados o aumento da diurese e da
ingesta de agua e racdo por parte dos animais diabéticos em relacdo aos animais do
grupo controle ao longo das oito semanas de protocolo. Inversamente, nos animais
diabéticos, houve reducdo do peso corporal significantemente na quinta, sexta,
sétima e oitava semanas. Os valores referentes a glicemia, como esperado,
permaneceram elevados nos animais diabéticos ao longo das oito semanas deste

experimento (Apéndice A; Tabela 1).

A ureia plasmética se encontrava significantemente elevada nos animais
diabéticos da primeira a sétima semana de protocolo, quando comparados com seus
respectivos controles (67,11+3,41 vs 51,27+9,54; 66,88+1,60 vs 51,35+7,39;
76,94+9,95 vs 53,14+8,25; 79,91+12,99 vs 55,33+7,82; 83,35+22,83 vs 31,8218,06;
81,04+28,73 vs 42,84+7,04; 73,05+20,67 vs 37,22+4,75; mg/dL; p<0,05;
respectivamente) (Apéndice B; Figura 1A). A excrecao urinaria de ureia nas 24 horas
se encontrava significantemente reduzida em todas as semanas de protocolo,
guando os valores do grupo DM eram confrontados com seus respectivos controles
(1491+165,0 vs 6988+467,4;, 817,2+241,1 vs 3564+407,2; 742,9+143,0 vs
3954+287,5; 901,6+267,0 vs 4133+139,0; 671,2+49,87 vs 4095+557,4; 1699+236,2
vs 6555+963,0; 1589+215,2 vs 5194+667,1; 1827+148,6 vs 5552+905,5; 1111+72,15
vs 6658+557,7; mg/dL; p<0,05; respectivamente, do momento basal a oitava

semana) (Apéndice B; Figura 1B).

Os valores plasmaticos de creatinina se encontravam significantemente
reduzidos nos animais diabéticos quando comparados com seus respectivos
controles no momento basal, primeira, quarta, sexta e oitava semana (0,26+0,03 vs
0,64+0,03; 0,508+0,1033 vs 0,79+0,18; 0,59+0,06 vs 0,89+0,17; 0,51+0,10 vs
0,95+0,12; 0,59+0,04 vs 1,04+0,03; mg/dL; p<0,05; respectivamente). Houve
significante aumento entre os animais diabéticos da segunda e quarta semanas,
gquando comparados com o momento basal do protocolo (0,68+0,08; 0,59+0,06 vs
0,26%0,03, respectivamente) (Apéndice C; Figura 2A). A excrecdo urinaria de
creatinina nas 24 horas se encontrava significantemente reduzida em todas as
semanas de protocolo, quando os valores do grupo DM eram confrontados com
seus respectivos controles (11,5845,01 vs 83,92+15,37; 10,82+2,94 vs 77,76+15,05;
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8,26+3,69 vs 75,63+9,21; 7,11+3,57 vs 80,22+15,90; 10,60+5,57 vs 72,61+10,10;
7,51£3,07 vs 117,90+37,62; 7,95+x1,11 vs 113,70£17,58; 10,69+1,60 vs
108,30£22,94; 10,54+3,42 vs 134,70+29,59; mg/dL; p<0,05; respectivamente, do

momento basal a oitava semana) (Apéndice C; Figura 2B).

A proteindria estava significantemente elevada a partir da segunda até a
oitava semana, nos animais diabéticos, quando comparados com seus respectivos
controles (43,81+5,39 vs 22,79+1,74; 36,71+3,00 vs 22,17+1,83; 42,62+6,69 vs
21,794+2,76; 27,58+1,78 vs 21,05+1,85; 28,73+2,38 vs 19,39+2,86; 35,47+3,11 vs
21,43+2,32; 32,42+0,79 vs 18,52+1,43; mg/24 horas; p<0,05; respectivamente, da
segunda semana a oitava semana de protocolo) (Apéndice D; Figura 3).

Os niveis plasmaticos de TBARS se encontravam significantemente reduzidos
na primeira semana de protocolo (2,80+0,20 vs 3,48+0,27; nmol/dL; p<0,05) e
elevados na quarta e oitava semana quando comparados com seus respectivos
controles (2,92+0,21 vs 2,63+0,16; 2,62+0,15 vs 2,40+0,05; nmol/dL; p<0,05;

respectivamente) (Apéndice E; Figura 4A).

Os niveis da excrecdo urinaria de TBARS nas 24 horas se encontravam
significantemente elevada em todas as semanas de protocolo, quando os valores do
grupo DM eram confrontados com seus respectivos controles (228,90+£32,37 vs
92,24+28,07; 318,60+88,81 vs 76,10+13,74; 428,40+122,70 vs  88,79+10,90;
464,50+116,80 vs 85,19+10,31; 413,30£172,10 vs 114,10+25,54; 353,50+102,00 vs
84,57+11,37; 369,40+76,12 vs 76,23+9,77; 366,40+90,80 vs 78,88+8,14;
393,30+67,03 vs 74,24+13,52; nmol/24 horas; p<0,05; respectivamente, do momento

basal a oitava semana) (Apéndice E; Figura 4B).

Os niveis renais de TBARS se encontravam significantemente elevados na
primeira, segunda e oitava semana de protocolo quando comparados com seus
respectivos controles (1,26+0,19 vs 0,91+0,003; 1,04+0,02 vs 0,93+0,05; 1,20+0,26
vs 0,7940,10; nmol/mg de proteina; p<0,05; respectivamente) (Apéndice E; Figura
4C).

N&o houveram alteracdes significantes nos niveis plasmaticos de NO
(Apéndice F; Figura 5A). A excrecao urinaria de NO nas 24 horas se apresentou
reduzida em todo experimento nos animais diabéticos quando comparados com

seus respectivos controles, mas sua significancia foi alcangada na quinta semana de



12

protocolo (0,0352+0,0070 vs 0,1418+0,0031; nmol/24 horas; p<0,05). (Apéndice F;
Figura 5B). Os valores renais de NO se apresentaram significantemente reduzidos
segunda semana e elevados na quarta e sexta semana quando comparados com
seus respectivos controles (88,11+11,51 vs 160,20+31,82; 130,90+13,02 vs
106,40+£31,06; 147,30+31,32 vs 82,05+13,92; nmol/mg proteina; p<0,05;
respectivamente) (Apéndice F; Figuras 5C).

Neste estudo foi observada elevacdo significante do conteudo proteico de
P2X7 nos animais do grupo DM na oitava semana, quando comparado com seu
respectivo controle (1,02+0,04 vs 0,80+0,10). Também foi observado elevacéo
significante na segunda, quarta, quinta e sexta semanas, em comparacado com O
grupo DM da primeira semana (1,02+0,31; 1,15+0,21; 1,06+0,10; 1,08+0,07 vs
0,34+0,13; respectivamente) (Apéndice G; Figura 6A). O delta do conteudo proteico
deste receptor apresenta seus maiores valores na sexta e oitava semanas quando
comparados com a primeira semana (0,28+0,12; 0,21+0,05 vs -0,20+0,09;
respectivamente) (Apéndice G; Figura 6B). Os valores foram quantificados com base
nas imagens obtidas através da fotodocumentacdo das membranas de Western blot
(Apéndice G; Figura 6C).

N&o observados correlacdo entre o delta do conteldo proteico de P2X7 e a
excrecdo urinaria de creatinina, ureia plasmatica, proteindria, TBARS urinario e
tecidual, e NO tecidual (r de Spearman = -0,1429; 0,0476; -0,2857; -0,0714; 0,1429;
0,0476; respectivamente; ambos nao significantes). Foram identificadas correlacdes
fracas entre o delta do conteddo proteico de P2X7 e creatinina, TBARS e NO
plasmaticos e excrec¢do urinaria de ureia, (r de Spearman = 0,4524; 0,3095; 0,3810;
0,4048, respectivamente) e uma significante correlacao forte com NO urinario (r de
Spearman = 0,7381; p=0,0458).
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, os animais diabéticos apresentaram sinais caracteristicos da
doenca, como a politria (HEBERT; NAIR, 2010), polifagia e polidipsia (SIPOLS et
al., 1995) na confirmagé&o do DM e estes sinais foram se acentuando com o decorrer
das semanas. Ao longo das oito semanas, 0s animais diabéticos mantiveram
elevados valores de glicemia e apresentaram reducdo de massa corporal como é
caracteristico do DM tipo 1, quando comparados com animais saudaveis.
(SILVERSTEIN et al., 2005)

Segundo Szkudelski (2001), a estreptozocina € um farmaco que possui
afinidade pelas células B-pancreéticas, promovendo danos ao DNA pela alquilacdo
ou pela formacao de espécies reativas de oxigénio, reduzindo o niumero de células
funcionais, com consequente reducdo na producao de insulina, resultando no quadro

de hiperglicemia caracteristico do DM.

Sabe-se que o DM é uma doenca cronica que pode causar danos a varios
tecidos, sendo a ND a complicacdo mais comum entre os pacientes diabéticos
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012).

Com base nisto, avaliamos a fun¢éo renal, com as dosagens de ureia — um
composto que é filtrado e reabsorvido nos tubulos contorcidos proximais dos néfrons
(NAUTA et al., 2011). Observamos que os animais do grupo DM possuiam reducéo
nos niveis de ureia urinaria; inicialmente pensamos que os tubulos pudessem estar
danificados, mas estudos anteriores de nosso Laboratorio (PUNARO et al., 2014;
RODRIGUES et al.,, 2011) mostraram que os animais diabéticos desenvolviam
degeneracdo glicosidica e processos de vacuolizacdo tubular, o que prejudicaria
todo o processo de reabsorcdo da ureia, elevando assim seus niveis urinarios, e
ainda, sugerimos que a retencdo da ureia esta a nivel glomerular, na qual ocorreria
diminuicdo da filtracdo, fazendo com que a mesma se acumulasse na porcao
plasmatica (MAEZAWA et al., 2015).

Para confirmar estes achados, buscamos utilizar outro marcador da filtragéo
glomerular, a creatinina. Esta foi escolhida por ser um produto do metabolismo do
fosfato de creatina encontrado no musculo (HEBERT; NAIR, 2010), sendo produzida

constantemente (PATEL et al., 2013). A creatinina, em situa¢cdes onde ndo ha danos
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renais é livremente filtrada e secretada, ndo sofrendo processos de reabsorcao
tubular. (LOPEZ-GIACOMAN; MADERO, 2015).

A reducdo na excrecdo de creatinina na urina pode ocorrer em casos de
uremia, alteracdes glomerulares e tubulares (GOWDA et al., 2010). A reducdo nos
niveis de creatinina plasmatica encontrada nos animais diabéticos quando
comparados com seus respectivos controles, pode ser explicada pela drastica
reducdo de peso observada ao longo das oito semanas de protocolo. Harita et al.
(2009) em um estudo com pacientes diabéticos, encontraram relacdo entre o0s
baixos niveis de creatinina sérica e a diminuicdo do volume de musculo esquelético

— um dos tecidos com maior relevancia na acao insulinica.

A hiperglicemia promove alteragbes glomerulares que colaboram com a
redugéo na fungéo renal, como o espessamento da membrana basal, hialinose e a
perda dos poddcitos - estruturas que sao reguladas pela insulina e que auxiliam no
controle da permeabilidade glomerular (COWARD; FORNONI, 2015). Tais
modificacdes podem resultar na presenca de proteindria, como achado de doenca
renal. (VIBERTI; KEEN, 1984). Neste estudo, identificamos excrecdo urinaria de
proteina de maneira persistente e reducdo da funcédo renal mostrada pela ureia e

creatinina, o que colabora com o desenvolvimento da ND (GROSS et al., 2005).

Com base nestes resultados, buscamos encontrar respostas para elucidar o
gue causaria as les6es glomerulares nos animais deste protocolo, sabendo que a
hiperglicemia é responsavel pela glicacdo ndo enzimatica de proteinas e lipideos.
Estas glicac6es ndo-enzimaticas promovem rearranjos moleculares que resultam na
geracado de produtos finais de glicosilacdo avancada (AGEs) (OLENIUC et al., 2011).
Estes produtos quando formados podem ser responsaveis pela patofisiologia micro e
macrovascular do diabetes (GOLDIN et al., 2006) ao gerar ligacbes cruzadas

através da interacdo com receptores especificos (RAGEs) (WAUTIER et al., 1994).

A interacdo dos AGEs com seus receptores promove a alteracéo de diversas
fungbes celulares, como o elevado consumo das enzimas NADPH (THALLAS-
BONKE et al., 2008). Estas servem como co-fator na geragéo de glutationa reduzida
(GSH), enzima responsavel pela remocao de espécies reativas de oxigénio (ROS). A
elevada producdo de ROS na auséncia desta enzima, afeta o equilibrio entre

antioxidantes e pro-oxidantes estabelece uma situagdo de estresse oxidativo,
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causando danos oxidativos e reducdo nos niveis de NO (GIACCO; BROWNLEE,
2010).

O produto destes danos sdo as substancias denominadas TBARS. Neste
estudo, foi observada a elevagcdo nos niveis urinarios destas substancias,
confirmando a perda do equilibrio oxidativo com a alta produgcdo de ROS. Isso
corrobora com os achados de Fernandes et al. (2016) o qual foi utilizado um
protocolo de DM semelhante ao nosso. A maior producdo de ROS esta envolvida no
rapido desenvolvimento da ND através de danos causados a membrana basal, ao
endotélio e aos poddécitos, além da ativacdo de citocinas pro-inflamatorias.
(FAKHRUDDIN; ALANAZI; JACKSON, 2017). Outros autores (TSURUTA et al.,
2010) também enfatizam que as ROS — em especial o anion superéxido (0O2) —
poderiam causar o sequestro de 6xido nitrico (NO), reduzindo a concentracao deste
e levando ao surgimento de outros radicais como o peréxido nitrito (OONO). (HUIE;
PADMAJA, 1993).

O NO é um radical livre que atua em diversos processos bioldgicos (Bucala et
al., 1991) como neurotransmissor, evitando agregacao plaqguetaria e promovendo a
homeostase vascular por ser um potente vasodilatador (TOUSOULIS et al., 2012).
Esta molécula é formada indiretamente a partir da degradacédo de L-arginina em L-
citrulina pela enzima éxido nitrico sintase (NOS). Esta enzima possui trés isoformas
gue atuam em niveis neuronais, endoteliais e na resposta imune (TESSARI et al.,
2010). O desacoplamento da isoforma endotelial esta correlacionada com diversas
patologias, dentre elas o diabetes, resultando na ndo producédo de NO e sintese de
O, agravando ainda mais o estresse oxidativo (LUIKING et al., 2010). Tal indicador

pode ser observado neste trabalho através da reducdo nos niveis urinarios de NO.

Com o desenvolver do DM, notamos a elevacéo nos niveis proteicos de P2Xz
renal logo na segunda semana, momento que coincidiu com o0 aumento da
proteindria. Tal achado corrobora com os resultados de Vonend et al. (2004), que
observaram elevagédo no contetdo proteico de P2X7 na regido glomerular em ratos
diabéticos. Booth (2014) aponta para 0 aumento na expressao do receptor P2Xz7 em
protocolo com roedores diabéticos na 122 semana, e que este receptor poderia estar
envolvido na progressdo da ND ativando processos inflamatérios. Em nosso
trabalho, observamos o aumento significante na expressao deste receptor ja na

sexta semana.
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Sugerimos que 0 aumento na concentragcdo de ATP poderia ativar este
receptor permanentemente, levando a ativacdo de mecanismos citotoxicos ou pro-
apoptoticos, reduzindo o numero de células endoteliais viaveis com consequente
reducéo da funcéo renal, visto que o receptor P2X7 também pode ser encontrado no
endotélio das artérias pré-glomerulares e arteriolas aferentes (SATHANOORI et al.,
2015). Em condi¢cdes normais, este receptor atuaria como um canal de ions,
resultando em aumento na producao de NO (MENZIES et al., 2015).

Outro agravante, € que estudos mais recentes (KREFT et al., 2016) mostram
que a adenosina — produto da desfosforilacdo do ATP — pode promover uma
provavel ativacdo alostérica de receptores P2X7, resultando em modificacbes da
vasculatura renal, aumento do fluxo sanguineo cortical e reducao da taxa de filtracédo
glomerular. A alteracdo no funcionamento de algumas enzimas responsaveis pela
hidrélise de ATP a adenosina, como a NTPDase e 5 nucleotidase, ja foi
documentado em experimentos in vivo (LARSEN et al., 2005) e in vitro (COSTA et
al., 2009), sendo que estas modificagdes resultam no aumento da concentracdo de

adenosina.

Estes dados corroboram com a pesquisa mais recente de Menzies et al.
(2017) que mostram que ratos com deficiéncia na expressao de receptores P2Xz7, ou
que eram tratados com um bloqueador altamente especifico para este receptor, com
isso, havia reducao no acumulo de macréfagos nesta regido, reduzindo o quadro de

danos por conta da inflamacao e paliando o desenvolvimento da ND.
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6. CONCLUSAO

Sugerimos que a hiperglicemia seja, em um primeiro momento, a responsavel
por causar as lesGes renais e os danos oxidativos, além de causar o aumento na
produgdo proteica dos receptores P2X7 por conta da alta concentragdo de ATP
extracelular. Este receptor quando ativado, poderia potencializar eventos
inflamatérios causando maior progressdo da nefropatia diabética. Ademais, o
receptor P2X7 pode estar correlacionado com a disfuncdo endotelial, uma vez que a
sua alta incidéncia revelou baixas concentracdes de oOxido nitrico. Assim sendo, a
utilizacao de inibidores destes receptores podem ser um potencial alvo terapéutico
na melhora da funcdo renal e reducdo dos danos vistos em uma situacdo de

nefropatia diabética.
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APENDICE

APENDICE A — Tabela de dados metabdlicos

Tabela 1 — Dados metabélicos ao longo das oito semanas de protocolo

Semanas CTLO
30,48

Agua 1,01
19,86

Racéo 1,64
248,4 +

Peso 17,99
13,76 £

Diurese 3,24
115 +

Glicemia 9,72

Semanas | CTLS
s sesn
Agua 30,6 + 5,36 21,8+1,48 3,28 31,8 +8,25
Ragéo 1,94 1,75 1,63 14,7 +£1,52

Peso 33,18 16,31 32,65 41,86
oo B ..
Diurese 15,4 £5,34 2,89 14,1+ 2,35 13,7+ 4,86

Glicemia 103 £ 5,47 82 +£42,22
Parametros metabdlicos analisados ao longo das oito semanas de protocolo. n=5 por semana, por grupo. Teste de Mann-Whitney para dados nao
paramétricos ou Teste-T ndo pareado para dados paramétricos (este aplicado apenas ao parametro “peso”) * vs. respectivo grupo controle. RM-
ANOVA com p0s-teste de Friedman # vs. semana 0. p<0,05 para ambos.




APENDICE B — Dados bioquimicos de ureia urinaria e plasmatica
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Figura 1A - Ureia plasmética ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por

grupo. Teste de Mann-Whitney; * vs. respectivo grupo controle; p<0,05.
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Figura 1B - Ureia urinaria ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por

grupo. Teste de Mann-Whitney; * vs. respectivo grupo controle; p<0,05.
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APENDICE C — Dados bioquimicos de creatinina urinaria e plasmatica

Creatinina Plasmatica
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Figura 2A - Creatinina plasmatica ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana,
por grupo. Teste-T ndo pareado com correcdo de Welch; * vs. respectivo grupo controle.
ANOVA de comparagfes multiplas; # vs. grupo DM da semana 0; p<0,05 para ambos.
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Figura 2B - Creatinina urinaria ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por

grupo. Teste de Mann-Whitney; * vs. respectivo grupo controle; p<0,05.



26

APENDICE D — Dados bioquimicos de proteintria

Proteinuria

80+
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Figura 3 - Proteindria ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por grupo.
Teste-T ndo pareado com correcdo de Welch; * vs. respectivo grupo controle. ANOVA de

comparac¢fes multiplas; # vs. grupo DM da semana 0; p<0,05 para ambos.
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APENDICE E — Dados bioquimicos de TBARS urinario, plasmatico e

tecidual

TBARS Plasmatico
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Figura 4A - TBARS plasmatico ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por
grupo. Teste de Mann-Whitney; * vs. respectivo grupo controle; p<0,05.
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Figura 4B - TBARS urinario ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por
grupo. Teste de Mann-Whitney; * vs. respectivo grupo controle. ANOVA de comparacgoes

multiplas; # vs. grupo DM da semana 0; p<0,05 para ambos.
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TBARS Tecido
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Figura 4C - TBARS tecidual ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por

grupo. Teste de Mann-Whitney; * vs. respectivo grupo controle; p<0,05.
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APENDICE F — Dados bioquimicos de NO urinario, plasmatico e tecidual

NO Plasmatico
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Figura 5A — NO plasmatico ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por
grupo. Teste de Mann-Whitney; * vs. respectivo grupo controle; p<0,05.
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Figura 5B — NO urinario ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por grupo.

Teste de Mann-Whitney; * vs. respectivo grupo controle; p<0,05.
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Figura 5C — NO plasmatico ao longo das 8 semanas de protocolo. n=5 por semana, por
grupo. Teste de Mann-Whitney; * vs. respectivo grupo controle; p<0,05.



APENDICE G — Avaliagdo do contetdo proteico de P2X7
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Figura 6 — Quantificacdo do conteudo proteico de P2X;. n=5 por semana, por grupo, em
duplicata, trés experimentos. A) P2X; corrigido pela actina. B) Delta do contetido proteico de

P2X7. C) Imagem representativa da técnica de Western blotting. Teste de Mann-Whitney; *

vs. respectivo grupo controle. RM-ANOVA com pds-teste de Friedman; # vs. primeira

semana de protocolo; p<0,05 para ambos.



