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RESUMO 

 

FONTENELE, F. F. Efeitos da angiotensina II e endotelina 1 na injúria renal decorrente 

da nefropatia diabética recente. 2017. 88 f. Dissertação (Mestrado em Fisiologia Humana) 

– Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. A 

nefropatia diabética (ND) é uma doença progressiva, silenciosa, grave e decorrente do 

diabetes mellitus. Entre os principais fatores de risco da progressão da doença está o estado 

hiperglicêmico, que quando associado à atividade do sistema renina-angiotensina (SRA) 

sistêmico e/ou intrarrenal e a síntese de endotelina 1 (ET1), resulta em hipertensão arterial e 

perda da função renal. No entanto, os eventos biológicos associados aos estágios iniciais da 

nefropatia diabética são pouco conhecidos, visto que, esta patologia se manifesta tardiamente. 

Objetivo: Investigar o papel da hiperglicemia bem como as suas relações com a síntese de 

angiotensina II (Ang II) e endotelina 1 (ET-1) no tecido renal nos eventos iniciais da 

nefropatia diabética induzida por estreptozotocina (STZ). Métodos: Foram utilizados ratos 

Wistar com idade de 50 dias e organizados em 6 grupos: Controle (veículo); diabéticos 

tratados com dose única de estreptozotocina (STZ-50 mg/kg); tratados com losartan 

(antagonista do receptor AT1, 5 mg/kg/dia) 7 dias antes da indução da STZ e 

continuadamente por mais 15 dias após a STZ, totalizando 22 dias de tratamento 

(STZ/losartan); tratados com BQ123 (antagonista do receptor ETA, 100 ng/kg/dia) 7 dias 

antes da indução da STZ e continuadamente por mais 15 dias após a STZ (STZ/BQ123). 

Foram avaliados os parâmetros como glicemia, pressão arterial, peso corpóreo, ingestão de 

ração e água; parâmetros de função renal como fluxo urinário, clearance de creatinina e 

proteinúria (por colorimetria), eletrólitos (por fotometria de chama), expressão de RNAm (por 

RT-PCR) e morfologia renal por coloração de PAS ou imunohistoquimíca. Resultados: O 

tratamento com STZ induziu diabetes, como esperado. Nessa condição os animais ingeriram 

mais ração e água e apesar disso, ganharam menos peso em comparação ao grupo controle. A 

STZ induziu aumento dos níveis plasmáticos de Ang II e ET-1, creatinina plasmática, 

proteinúria e albuminúria. Além disso, promoveu aumento do fluxo urinário, carga excretada 

e fração de excreção de Na
+
 e K

+
; induziu aumento na expressão de RNAm para TNFα, 

TGFβ, Nox4, injúria glomerular e tubular. No co-tratamento, o losartan preveniu o efeito da 

STZ na expressão de renina medular, injúria tubular, expressão de desmina, expressão de 

RNAm para TNFα e Nox4. O co-tratamento com BQ123 não alterou o efeito de STZ em 

nenhum dos parâmetros estudados. Conclusão: Nossos resultados demonstram um efeito 

predominante da hiperglicemia na injúria renal nos primeiros estágios da nefropatia diabética. 

Nessa condição, a Ang II sistêmica e/ou intrarrenal atuando via receptor AT1 amplia os 

efeitos da hiperglicemia nos eventos iniciais da nefropatia diabética, como a expressão de 

desmina glomerular, estresse oxidativo e processos inflamatórios. A hiperglicemia também 

induziu aumento na síntese de ET-1. Porém, nesse período, não foi possível observar efeitos 

do peptídeo na função renal. 

 

Palavras-chave: Nefropatia diabética. Sistema renina-angiotensina. Endotelina 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

FONTENELE, F. F. Effects of angiotensin II and endothelin 1 on renal injury due to 

recent diabetic nephropathy. 2017. 88 p. Master thesis (Human Physiology) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017.  

Diabetic nephropathy (ND) is a progressive disease associated to diabetes mellitus. In this 

condition, the hyperglycemic state is considerate the main risk factor for renal disease 

progression. It is known that the hyperglycemia associated with systemic and/or intrarenal 

renin-angiotensin system (RAS) activity and endothelin 1 (ET1) synthesis, results in 

hypertension and loss of renal function. However, the biological events associated with the 

early stages of diabetic nephropathy are poorly understood, since this pathology manifests 

itself late. Aim: To investigate the effect of the hyperglycemia as well as its relationship with 

the synthesis of angiotensin II (Ang II) and endothelin 1 (ET-1) in renal tissue in the early 

events of streptozotocin-induced diabetic nephropathy. Methods: Wistar rats aged 50 days 

and organized in six groups were used: Control (vehicle); Treated with a single dose of 

streptozotocin (STZ- 50 mg/kg); Treated with losartan (AT1 receptor antagonist, 5 

mg/kg/day) 7 days prior to STZ induction and continuously for a further 15 days after STZ, 

totaling 22 days of treatment (STZ / losartan); Treated with BQ123 (ETA receptor antagonist, 

100 ng/kg/day) 7 days prior to STZ induction and continuously for a further 15 days after 

STZ (STZ / BQ123). The following parameters were evaluated: blood glucose, blood 

pressure, body weight, food intake and water; renal function parameters such as urinary flow, 

creatinine clearance and proteinuria (by colorimetry), electrolytes (by flame photometry), 

mRNA expression (by RT-PCR) and renal morphology by PAS staining or 

immunohistochemistry. Results: The treatment with STZ induced diabetes, as expected. In 

this condition, the food and water intake were increased and weight gain decreased in 

comparison to the control group. STZ induced increased plasma levels of Ang II and ET-1, 

increased plasma creatinine, proteinuria, and albuminuria. In addition, it increased urinary 

flow, excreted load and fractional excretion of Na
 +

 and K
+
; increased mRNA expression for 

TNFα, TGFβ, Nox4, induced glomerular and tubular injury. In co-treatment, losartan 

prevented the effect of STZ on the expression of medullar renin, tubular injury, desmin 

expression, TNFα and Nox4 mRNA expression. Co-treatment with BQ123 did not change the 

STZ effect in all parameters studied. Conclusion: Our results demonstrated a predominant 

effect of hyperglycemia on renal injury in the early stages of diabetic nephropathy. In this 

condition, systemic and/or intrarenal Ang II acting through the AT1 receptor amplifies the 

effects of hyperglycemia in the initial events of diabetic nephropathy, such as the expression 

of glomerular desmin, oxidative stress and inflammatory processes. Hyperglycemia also 

induced an increase in ET-1 synthesis. However, in this period, the peptide did not change the 

renal function. 

 

Keywords: Diabetic nephropathy. Renin angiotensin system. Endothelin 1.    
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1) INTRODUÇÃO  

            Em condição fisiológica, o nível de glicose no plasma encontra-se na faixa de 80 a 100 

mg/dL durante o jejum e abaixo de 140 mg/dL após a ingestão de uma dieta regular. O 

monitoramento da glicemia pode ser realizado pela análise dos níveis de glicose no sangue de 

forma casual, durante o jejum e pela avaliação do índice de hemoglobina glicada que não 

deve ultrapassar 5% (American Diabetes Association - ADA, 1997). A glicemia de jejum com 

valores acima de 110 mg/dL indica a ocorrência de uma hiperglicemia sustentada e/ou a 

hemoglobina glicada entre 5,5% e 6,5%, o que pode resultar em complicações metabólicas 

agudas, tais como cetoacidose diabética e síndrome hiperosmolar não cetótica ou 

complicações crônicas como o diabetes mellitus (MAUER et al, 2009). 

1.1 Diabetes Mellitus 

O diabetes mellitus (DM) é uma patologia que se manifesta clinicamente devido as desordens 

endócrino-metabólicas associadas a um descontrole dos níveis glicêmicos. De acordo com a 

Associação Americana de Diabetes (2016), a principal causa deste desequilíbrio homeostático 

é a deficiência na secreção ou ação tecidual do hormônio insulina - secretada pelas células 

beta (β) do pâncreas. Este hormônio tem  como função primordial, regular os níveis de glicose 

no plasma (ADA, 2016). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2016), estima-se que 

na população mundial atual o número de diabéticos seja de aproximadamente 387 milhões e 

que em 2035 esse número poderá alcançar 471 milhões (http://www.who.int/diabetes/global-

report/en/). No Brasil, há cerca de 12 milhões de diabéticos e uma taxa de mortalidade 

decorrente desta doença de aproximadamente 34/100.000 habitantes. As perspectivas não são 

animadoras e estima-se que em 2035, cerca de 30% dos adultos sofrerão de diabetes, e acima 

dos 65 anos, a proporção poderá chegar a 50% (http://svs.aids.gov.br/cgiae/sim).  

O aumento no número de diabéticos está associado ao crescimento e envelhecimento 

da população, obesidade, sedentarismo e uma maior taxa de sobrevida dos pacientes 

portadores da doença (World Health Organization - WHO, 2002). Por ser uma patologia de 

natureza crônica e associada a várias outras patologias, o diabetes mellitus resulta em 

significativa perda da qualidade de vida, o que contribui para a ampliação significativa dos 

custos no âmbito da saúde e o aumento da taxa de mortalidade. Isso se dá devido a 

complicações decorrentes das patologias associadas, incluindo a insuficiência renal terminal 

que resulta em hemodiálise e transplante renal (VALLON; THOMSON, 2012).  

http://svs.aids.gov.br/cgiae/sim
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A Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica o diabetes mellitus em classes 

clínicas, de acordo com a etiologia: Tipo 1 - DM1; tipo 2 - DM2 e DM gestacional, além das 

categorias referidas como fatores de risco ou pré-diabetes, condições em que a glicemia de 

jejum é alterada e a tolerância à glicose reduzida.  

O diabetes tipo 1 é resultante da destruição seletiva das células β do pâncreas, 

promovendo perda da capacidade de secreção do hormônio insulina (BORIGHT et al., 2005; 

HADJADJ et al., 2007). Nessa condição, a falta de insulina impede a captação de glicose 

pelas células teciduais, as quais passam a sofrer com a falta de energia. Para evitar a morte 

celular, o organismo passa a gerar energia oriunda dos estoques de gordura. Nesse processo 

ocorre a formação de corpos cetônicos os quais podem acumular no sangue e induzir a 

cetoacidose diabética - um tipo de acidose metabólica grave (TERVAERT et al, 2010). 

Entretanto, com o diagnóstico apropriado e com a disponibilidade de insulina como 

tratamento efetivo, os indivíduos com diabetes tipo 1 podem levar a vida regularmente. O 

diabetes tipo 1 é mais frequente na infância ou adolescência e corresponde 5% a 10% dos 

pacientes (TERVAERT et al, 2010). 

O diabetes tipo 2 é uma patologia associada à predisposição genética em conjunto com 

o estilo de vida e aos fatores ambientais, como o sedentarismo, dietas ricas em gorduras e o 

envelhecimento (ALI, 2013). De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (2015-2016), 

é caracterizado por defeitos na regulação da produção hepática de glicose, na secreção de 

insulina e/ou em sua ação. Sob a condição de obesidade, um grande fator de risco para 

desenvolver DM2, os tecidos periféricos tornam-se menos sensíveis à ação da insulina. Desta 

forma, como mecanismo adaptativo, as células beta pancreáticas aumentam a sua atividade 

secretória. Porém, esta compensação pode levar ao comprometimento progressivo da função 

das células beta (PRENTKI; NOLAN, 2006). O diabetes tipo 2 representa 90 a 95% dos casos 

da doença e pode ocorrer em qualquer idade, com maior frequência após os 40 anos. Na 

maioria dos casos, o tratamento do diabetes tipo 2 inclui prática regular de atividade física, 

dieta alimentar e uso de medicamento oral para controlar a glicemia e prevenir a progressão 

de doenças associadas (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2015-2016). 

As complicações decorrentes do diabetes se dão basicamente pela hiperglicemia. 

Entre as complicações agudas estão a cetoacidose e coma hiperosmolar hiperglicêmico. 

Entre as complicações crônicas estão glicação irregular de proteínas, doenças 

cardiovasculares, acidentes vasculares encefálicos, retinopatias, dislipidemia e doença renal 

crônica (KITABCHI et al., 2009; MAUER et al., 2009; TERVAERT et al., 2010).  
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1.1.1 Glicação de proteínas 

A quantidade de glicose ligada à hemoglobina é diretamente proporcional à 

concentração de glicose no sangue. Considerando que os eritrócitos possuem um tempo de 

vida de aproximadamente 120 dias, a avaliação da quantidade de glicose ligada à 

hemoglobina pode fornecer informações importantes sobre alterações glicêmicas em períodos 

de até 120 dias. De outra forma, o monitoramento da glicemia pode ser realizado pela 

avaliação dos níveis plasmáticos de frutosamina - cetoamina derivada da reação não 

enzimática e irreversível de um açúcar (grupo carbonil da glicose) com uma proteína (grupo 

amino da proteína), incluindo a hemoglobina e albumina (KOGA; KASAYAMA, 2010; 

NANSSEU et al., 2015). Como essas proteínas possuem tempo de vida de aproximadamente 

duas semanas, a frutosamina reflete o controle glicêmico ao longo deste período. Portanto, é 

uma alternativa importante em caso de dificuldade para a dosagem da hemoglobina glicada. 

Em pacientes com diabetes mellitus, a hiperglicemia crônica induz uma série de 

alterações no organismo, incluindo o aumento nos produtos finais de glicação avançada 

(AGES), os quais são formados por meio da reação de glicação na qual carboidratos como a 

glicose ligam-se permanentemente a proteínas, como por exemplo, a albumina plasmática, 

sem a necessidade de atuação enzimática (CHUYEN, 2006; MONNIER, 2007). Os AGES, na 

corrente sanguínea, ligam-se aos receptores de AGEs (RAGEs) presentes na membrana 

celular e promovem a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) e ativação do fator 

nuclear kappa B (NF-kB) (TÓBON-VELASCO et al., 2014). Este último promove o aumento 

da expressão de mediadores inflamatórios e moléculas de adesão, que agravam a injúria 

tecidual e contribuem para a progressão de doenças associadas à hiperglicemia, como a 

nefropatia diabética. A expressão de RAGEs encontra-se especialmente aumentada em 

paciente com diabetes mellitus (KIM et al., 2005; TAN et al., 2002;).  

1.2 Nefropatia Diabética 

A nefropatia diabética (ND) é uma doença renal progressiva que acomete 20-40% dos 

pacientes diabéticos. Seu curso é lento, silencioso e os primeiros sinais costumam aparecer 

entre 10 e 15 anos após o início do estado hiperglicêmico (MATSUI et al., 2010). A 

nefropatia diabética é responsável pela prevalência de doença renal crônica (DRC) e constitui 

a principal causa de diálise no mundo (MATSUI et al., 2010). Em linhas gerais, a nefropatia 

diabética é classificada em cinco fases distintas (BRENNER et al., 1996; DE BOER, RUE, 

CLEARY, et al., 2011; MAUER et al., 1984; ZIYADEH; GOLDFARB, 1991): 
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Primeira - Fase de hiperfiltração (clearance de creatinina acima de 90 ml/min). Esta fase é 

longa, com função renal preservada e sem evidências de microalbuminúria. Portanto, é 

passível de reversão, caso seja realizado um controle glicêmico rigoroso. 

Segunda – Fase que corresponde ao estágio precoce da insuficiência renal e o clearance de 

creatinina se encontra entre 60 e 89 ml/min. Há evidência de expansão das células mesangiais 

e espessamento dos poros da membrana basal glomerular. Esta fase é caracterizada pela 

presença de microalbuminúria (albuminuria entre 30 e 300 mg/dia). A microalbuminuria 

constitui um fator importante para a progressão da nefropatia diabética. 

 Terceira - O paciente apresenta um clearance de creatinina entre 30 e 59 ml/min. Ocorre 

progressão significativa de microalbuminúria para macroalbuminúria (> 300 mg/dia). Esta 

fase é conhecida como fase de proteinuria clínica associada ao desenvolvimento de 

hipertensão arterial e anemia progressiva devido à perda da capacidade renal de produzir 

eritropoietina – hormônio que regula a produção de hemácias. 

Quarta - O paciente apresenta um clearance de creatinina entre 15 e 29 ml/min (fase pré-

diálise). A proteinuria atinge o estágio mais avançado (superior a 3,5 g/1,73 m
2
/dia) e nesta 

fase se observa que as lesões no mesângio e na membrana basal glomerular são 

acompanhadas por intensa fibrose periglomerular e nódulos eosinofílicos, o que caracteriza o 

estado de nefropatia diabética nodular ou glomeruloesclerose. A injúria renal nesta fase é 

irreversível. 

Quinta - O paciente apresenta um clearance de creatinina menor que 15 ml/min (fase de 

diálise). Esta é a fase de insuficiência renal terminal e se a diálise não for iniciada com 

prioridade, o quadro evolui para uremia, hipertensão arterial, arritmias cardíacas, edema 

pulmonar crises convulsivas e coma. 

Como observado acima, a injúria renal na nefropatia diabética é complexa e 

multifatorial com implicações hemodinâmicas e metabólicas. No entanto, os mecanismos 

pelos quais a hiperglicemia induz influência na progressão da doença renal ainda não são 

totalmente conhecidos, apesar do conhecimento de diversas vias metabólicas e inflamatórias 

nesse processo. A hiperglicemia exerce efeito tóxico-metabólico em diversos tipos celulares, 

incluindo as células renais. Neste contexto, a relação entre a hiperglicemia e a produção de 

AGEs (produtos de glicação avançada) constitui uma das vias mais importantes na progressão 

da nefropatia diabética (MATSUI; YAMAGISHI, 2010), visto que os AGEs estão envolvidos 

no aumento da permeabilidade endotelial, ativação das vias pró-inflamatórias expansão de 

matriz extracelular, lesão de podócitos, ativação do fator de transformação do 



25 

 

crescimento beta (TGF-β), da proteína cinase C (PKC), do HIF (hypoxia-inducible factor 1) e 

do estresse oxidativo (RIVERO et al., 2009; TÓBON-VELASCO et al., 2014). 

Outra via importante na progressão da nefropatia diabética é a via do poliol (Figura 

1). Em condição fisiológica, a glicose intracelular é reduzida à sorbitol, e este, à frutose, por 

meio de duas enzimas mitocondriais, a aldose redutase (AR) e a sorbitol-desidrogenase, 

gerando nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) e nicotinamida adenina (NAD+) 

(LUIS-RODRÍGUEZ et al., 2012). No estado hiperglicêmico, esses produtos são acumulados 

no meio intracelular e modifica o estado redox da célula, potencianlizado a via das pentoses e 

estimulando a PKC e a formação de AGEs (LUIS-RODRÍGUEZ et al., 2012). Além disso, a 

via do poliol está associada ao aumento do estresse oxidativo, ativação de citocinas 

inflamatórias (NF-B, TGF-beta, MCP-1) e albuminuria (CHUNG et al., 2003). 

 

 

 

                                             

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Ativação da via da glicose-sorbitol-frutose no diabetes mellitus. NAD: dinucleótido de nicotinamida 

adenina; NADH: dinucleótido de nicotinamida e adenina. Fonte: Fontenele, (2017). Adaptado de Luis-

Rodríguez et al (LUIS-RODRÍGUEZ et al., 2012).  

 

Além das vias contextualizadas, é possível que a própria proteinuria seja capaz de 

ampliar as lesões renais na nefropatia diabética, visto que nessa condição, o aumento da 

reabsorção tubular de proteínas resulta em lesão tubulointersticial e aumento da síntese de 

citocinas pró-inflamatórias (HODGKINS; SCHNAPER, 2012). 

Acredita-se que outra via importante na progressão da nefropatia diabética seja a 

ativação do receptor acoplado à proteína G - GPR91 e consequente estimulação do sistema 
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renina-angiotensina, cuja ação parácrina parece ser mais eficaz do que sua ação endócrina 

(COFFMAN; GURLEY, 2007). Inicialmente observou-se que o GPR91, também conhecido 

como receptor metabólico (Figura 2) é altamente expresso no rim e é ativado por succinato- 

ácido carboxílico formado na fase oxidativa do Ciclo de Krebs (HE et al., 2004). Mais tarde, 

Toma e colaboradores (TOMA et al., 2008) observaram que em condição de hiperglicemia, o 

aumento na produção e liberação de succinato pelas células endoteliais da parede interna das 

arteríolas aferentes resulta em ação autócrina por estimulação do receptor GPR91 presente 

nessas células, e consequente liberação de prostaglandina E2 (PGE2) e óxido nítrico (NO). A 

PGE2 atuando via parácrina ativa a secreção de renina pelas células justaglomerulares. O NO 

foi citado como candidato importante na resposta vasodilatadora associada ao aumento da 

filtração glomerular observada nos eventos inicias da nefropatia diabética. Além disso, no 

paciente diabético, há um significativo acúmulo de succinato no plasma e no fluido tubular 

renal (SADAGOPAN et al., 2007; TOMA et al., 2008), o que faz dessa molécula um 

importante marcador de injúria tecidual local no diabético. A presença de succinato no fluido 

tubular renal pode ser detectada pelo receptor GPR91 localizado na membrana das células da 

mácula densa - estrutura do néfron essencial no controle da hemodinâmica glomerular. Nessa 

condição, as células da mácula densa passam a produzir e liberar PGE2, o que potencializa a 

secreção de renina pelas células justaglomerulares (VARGAS et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Esquema ilustrativo da ação do succinato via GPR91 na ativação do sistema renina-angiotensina em 

diabéticos.  O succinato ativa o GPR91 localizado nas células da mácula densa da alça de Henle e nas células 

endoteliais das arteríolas aferentes. Nessa condição ocorre liberação de prostaglandina E2 (PGE2) e óxido nítrico 

(NO). A PGE2 atua via parácrina para induzir aumento da secreção de renina pelas células justaglomerulares 

(JGC). Succ, succinato; MD, mácula densa; p38, p38 mitogen-activated protein kinase; ERK1/2, Extracellular 

signal-regulated protein kinases 1 and 2; Cox-2, Ciclo-oxigenase-2; VSMC, Vascular smooth muscle cells; 
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eNAS, Endothelial nitric-oxide synthase. Fonte: Fontenele, (2017). Adaptado de Vargas et al (Vargas et al., 

2009). 

 Além das células justaglomerulares, as células do ducto coletor também expressam o 

GPR91 (ROBBEN et al., 2009) e hoje se sabe que o néfron distal é um sítio importante para a 

síntese de pró-renina, renina e enzima conversora de angiotensina II, especialmente em 

patogenias como o diabetes e hipertensão arterial (NAVAR et al., 1995; VARGAS et al., 

2009). No conjunto, esses achados permitem estabelecer uma interação entre a hiperglicemia, 

a estimulação do sistema renina angiotensina sistêmico e intrarrenal e a hipertensão arterial no 

diabetes.  

1.3 Sistema renina-angiotensina 

Desde a sua descoberta em 1898 por Tigerstedt e Bergman, o sistema renina-

angiotensina (SRA) é largamente estudado. Na cascata de sinalização sistêmica clássica 

(Figura 3), as células justaglomerulares secretam renina para a circulação, que cliva o 

angiotensinogênio proveniente principalmente do fígado, em angiotensina I (Ang I). Esta, por 

sua vez, é clivada pela enzima conversora da Ang I (ECA), formando a angiotensina II (Ang 

II). A Ang II pode ser clivada pelas peptidases (aminopeptidase - Amp ou dipeptidil-

aminopeptidase - D-Amp) e formar respectivamente as Ang (III) e (IV) (DANZIGER, 2008; 

WOLF et al., 2000; WOLF et al., 2002). Além dos componentes clássicos do SRA, diversos 

outros foram descobertos ao longo dos anos. Uma enzima homóloga à ECA1, denominada 

ECA2 e as peptidases (prolil-endopeptidase, Pep e a prolil-caboxipeptidase, Pcp), estão 

envolvidas na clivagem de Ang II e formação de Ang (1-7), a qual é detectada em vários 

tecidos, incluindo rins, coração, fígado, baço, pulmão e sistema nervoso central (DANZIGER, 

2008; ZIMMERMAN E BURNS, 2012). A Ang 1-7 quando é clivada pela ECA e peptidases 

(Amp ou D-Amp) forma respectivamente, Ang (1-5) e Ang (3-7). Esta última por sua vez, 

pode ser clivada pela neprilisina para gerar Ang (3-4) (DILAURO; BURNS, 2009). 
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Figura 3: Vias e enzimas envolvidas na formação das angiotensinas. ECA: enzima conversora de angiotensina; 

Amp: aminopeptidase; NEP: neprilisina; Pcp: prolilcarboxipeptidase; D-Amp: dipeptidil-aminopeptidase. Fonte: 

Fontenele, (2017). Adaptado de Carey (Carey; Padia, 2013) e Casare (Casare et al., 2016). 

 

1.4 Angiotensina II e seus receptores  

          A Ang II, com sequência dos resíduos de aminoácidos já bem estabelecida (NH2-Asp
1
-

Arg
2
-Val

3
-Tyr

4
-Ile

5
-His

6
-Pro

7
-Phe

8
-COOH), é um peptídeo essencialmente circulante que tem 

como alvo os receptores periféricos e centrais, mas pode atuar também de maneira parácrina e 

autócrina (ALLEN; CHOW, 2016; GRIENDLING; VUKELIC, 2014). Em condições 

fisiológicas, a Ang II plasmática se encontra em concentrações de 10 a 20 pM (SCHULZ et 

al., 2014) e atua em vários tecidos via receptores do tipo AT1 e AT2, ambos pertencentes à 

família de receptores acoplados à proteína G (GPCRs) (MIURA; SAKU, 2013). 

A interação entre Ang II e o receptor AT1 resulta na ativação de várias vias de 

sinalização intracelular moduladas pelas proteínas Gi, Gq12/13 e Gs (DE GASPARO et al., 

2000) e fosfolipase C (PLC), aumentando as concentrações de cálcio no citosol e 

consequentemente, ativação da proteína quinase C (PKC) e calmodulina (DE GASPARO et 

al., 2000; COSTA-PESSOA et al., 2013). Além disso, o receptor AT1 regula vias 

independentes de proteínas G, como a da proteína associada ao receptor AT1 (ATRAP1) e a 

da β-arrestina (ambas envolvidas na internalização do AT1); da Janus quinase (JAK) e Src, 

que ativam respectivamente, as proteínas transdutoras de sinais e ativadoras de transcrição 

(STAT), além das quinase como a Erk (extracellular signal-regulated kinases) 

(LEFKOWITZ; SHENOY, 2005).  

A ativação do receptor AT1 desencadeia as respostas fisiológicas mais clássicas da 

Ang II, a saber, a manutenção da pressão arterial e do volume do fluido extracelular (ALLEN 
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et al., 1999). No entanto, o aumento das concentrações de Ang II no plasma ou aumento da 

expressão de receptores AT1 nas células dos diferentes tecidos, pode resultar em 

vasoconstrição, liberação de aldosterona pela zona glomerulosa da glândula adrenal, liberação 

de endotelina 1, retenção de sódio por diversos segmentos do néfron e estimulação do sistema 

nervoso simpático (via receptores cerebrais) (BADER, 2010; KOHAN et al., 2011). Além 

disso, a Ang II induz aumento na produção de espécies reativas de oxigênio associada à 

produção de citocinas pró-inflamatórias, fatores pró-fibróticos e pró-apoptóticos, o que resulta 

em injúria tecidual (KOBORI et al., 2007).  

O receptor AT2 é essencialmente expresso nas células de tecidos embrionários e é 

importante para a diferenciação celular e o desenvolvimento de órgãos (LEVY, 2005; LI et 

al., 2012). Após o nascimento, a expressão de receptores AT2 decai; contudo, persiste em 

vários órgãos incluindo o coração, glândula adrenal, rins e vasos, onde medeiam importantes 

efeitos fisiológicos da Ang II (CAREY; PADIA, 2013).  

A expressão de receptores AT2 pode aumentar em situações de injúria cardíaca ou 

vascular e na cicatrização do tecido renal, o que sugere sua participação nos mecanismos de 

remodelamento tecidual (DE GASPARO et al., 2000; TOUYZ; BERRY, 2002); respostas 

vasodilatadoras, anti-inflamatórias e anti-fibróticas (CHOW et al., 2014; SAYESKI et al., 

1998; SCHMITZ; BERK, 1997). Tais respostas são essenciais para contrabalançar as injúrias 

teciduais que ocorrem em detrimento dos efeitos mediados pelo receptor AT1.  

As vias de sinalização celular relativas à ativação dos receptores AT2 dependem de 

mecanismos associados ou não à proteína G (Giα2 e Giα3) (PRATT;DZAU, 1996). Em geral, as 

repostas celulares por ativação de AT2 resultam na geração de monofosfato cíclico de 

guanosina (GMPc) e óxido nítrico, ativação da peptidil peptidase 2 A (PPA2) e estimulação 

da fosfolipase A2 (CAREY; PADIA, 2013; JÖHREN et al., 2004 PADIA et al., 2006 

SIRAGY; CAREY, 1997)  

Diversos estudos demonstram a presença e a importância de SRA locais, em tecidos 

como coração, tecido adiposo, glândulas adrenais, vasculatura, sistema nervoso central e rins. 

A ativação do SRA intrarrenal sustenta a hipertensão arterial e a progressão de doenças renais 

crônicas (HOLLENBERG et al, 2003). 

1.5 Sistema renina angiotensina intrarrenal  

O sistema renina-angiotensina intrarrenal (SRA) tem sido largamente descrito por 

desempenhar um papel importante na patogênese da nefropatia diabética (LEEHEY et al., 

2000.). Os níveis de angiotensina II (Ang II) e os genes que compõem o SRA são elevados 
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nos rins de ratos diabéticos e humanos, evidenciando um papel importante do SRA intrarrenal 

na progressão DN (ANDERSON et al., 1993.) Em condições fisiológicas, se por um lado a 

concentração de Ang II no plasma é de 10 a 20 pM (HERMANN et al., 1988; SCHULZ et al., 

2014), por outro, na luz do túbulo proximal renal a concentração do peptídeo alcança a faixa 

de nanomolar, indicando atividade da ECA local (WALLNER et al., 2001). A presença de 

angiotensinogênio no túbulo proximal é bem documentada (ROHRWASSER et al., 1999; 

KOBORI et al., 2001; KOBORI et al., 2006). Contudo, alguns estudos sugerem que em 

condições fisiológicas ou patológicas, parte do angiotensinogênio hepático é filtrada no 

glomérulo e em seguida incorporada pelas células dos segmentos S1 e S2 do túbulo proximal, 

por mecanismos associados à proteína megalina (MATSUSAKA et al., 2012; MATSUSAKA 

et al., 2014; POHL et al., 2010).  

Outros estudos sugerem que a Ang II sistêmica estimula a produção de 

angiotensinogênio no segmento S3 do túbulo proximal, o que pode resultar no aumento da 

excreção urinária dessa proteína (RAMKUMAR; KOHAN, 2013; RAMKUMAR et al., 

2013). Estes achados confirmam os estudos prévios publicados pelo grupo do Professor 

Gabriel Navar, o qual demonstrou significativo aumento na expressão de RNAm e da proteína 

angiotensinogênio intrarrenal em modelos animais com hipertensão arterial induzida pela 

infusão de Ang II (GONZALEZ-VILLALOBOS et al., 2008; KOBORI et al., 2001).      

 A presença de renina no fluido tubular pode ser uma consequência da produção de 

renina pelas células justaglomerulares, visto que esta proteína é livremente filtrada na barreira 

de ultrafiltração glomerular e pode ser incorporada pelas células glomerulares, do túbulo 

proximal e dos segmentos distais do néfron (MOE et al., 1993; PRIETO-CARRASQUERO et 

al., 2004; ROHRWASSER et al., 1999; KANG et al., 2008). No entanto, a identificação de 

RNAm para renina em células mesangiais e tubulares confirmam a síntese de renina por 

células intrarrenais diferentes das justaglomerulares (PRIETO et al., 2013).  

 A Ang II intrarrenal interage essencialmente com os receptores AT1 não apenas para 

aumentar a reabsorção de sódio tubular e sustentar a hipertensão arterial como é amplamente 

conhecido (GURLEY et al., 2011; MAMENKO et al., 2012 SAN-CRISTOBAL et al., 2009; 

VAN DER LUBBE et al., 2011), mas também para induzir diversas alterações no tecido 

renal. Os receptores AT1 estão amplamente distribuídos ao longo do rim, e estão localizados 

em células do músculo liso vascular, ao longo da vasculatura renal, incluindo as arteríolas 

aferentes e eferentes e as células mesangiais glomerulares (SINGH et al., 1999). Eles também 

são encontrados nas células da borda em escova do túbulo proximal e nas membranas 

basolaterais, no epitélio da alça ascendente de henle, no túbulo distal, no ducto coletor distal, 
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podócitos glomerulares e nas células da mácula densa (SINGH et al., 1999). Dessa forma, a 

Ang II intrarrenal pode induzir via AT1, aumento na geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), redução dos níveis de óxido nítrico e aumento da expressão e citocinas pró-

inflamatórias; condição que induzirá injúria das células mesangiais, podócitos e células 

tubulares, aumento na deposição de matriz extracelular (MEC) e fibrose vascular, aumento da 

síntese de colágenos I, III e IV na parede dos vasos de resistência, glomérulos e interstício 

renal (DATLA; GRIENDLING, 2010; GRANGER E SCHNACKENBERG, 2000; KIM et 

al., 1994; NISHIYAMA et al., 2001; YOSHIOKA et al., 1990).  

Banes et al (2004) demonstraram in vivo que uma alta concentração de glicose 

promove a fosforilação de JAK2, STAT1 e STAT3, e na utilização do inibidor do AT1 

(cadesartan) e  do inibidor de JAK2 (AG490), a fosforilação destas proteinas era reduzida. Em 

adição, este estudo demonstrou que em ratos diabéticos a administração de AG490 reduziu 

tanto a pressão sistólica quanto a excreção urinária de proteína (BANES et al, 2004). Esses 

resultados indicam uma importante relação entre a via de sinalização JAK/STAT, a indução 

da produção de proteínas de matriz e a proliferação de células mesangiais, eventos presentes 

na nefropatia diabética. 

Recentemente, Banes-Berceli  et al (2006), demonstraram que a utilização de 

simvastatina suprimia os efeitos da alta concentração de glicose e da Ang II na ativação de 

JAK2, STAT1 e STAT3 em células mesangiais e em glomérulos de ratos diabéticos. 

Concomitantemente, este estudo mostrou que a simvastatina promovia a redução na produção 

de colágeno tipo IV em células mesangiais exposta a altas concentrações de glicose sozinha 

ou associada com Ang II, além de demonstrarem que o tratamento com a simvastatina em 

ratos diabéticos também reduzia a excreção de proteínas. 

Sabe-se que além de induzir o estresse oxidativo, inflamação, fibrose e levar à doença 

renal crônica, a Ang II sistêmica e intrarrenal sustenta a hipertensão arterial (NAVAR et al., 

2001; SALEH et al., 2010) e ativa outras cascatas de sinalização como, por exemplo, a síntese 

de aldosterona pelas glândulas adrenais e a síntese de endotelina 1 (ET-1) pelas células 

endoteliais (IMAI et al., 1992). Contudo, na nefropatia diabética, não é claramente delineada 

a relação entre a hiperglicemia, ativação do sistema renina-angiotensina intrarrenal e a síntese 

de endotelina 1 pelo tecido renal. 

1.6 Sistema Endotelinas 

As endotelinas (ETs) são peptídeos de 21 aminoácidos secretados essencialmente 

pelas células endoteliais (YANAGISAWA, KURIHARA, KIMURA, TOMOBE, et al., 1988) 
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e desempenham funções distintas no organismo, incluindo controle do tônus vascular e várias 

patogenias como doenças cardiovasculares e renais (AXELBAND et al, 2009; GRANGER; 

SCHNACKENBERG, 2000; GURLEY et al, 2011.). Nas células endoteliais a endotelina é 

sintetizada na forma de pré-pró-endotelina, molécula constituída por 212 aminoácidos (AA) e 

liberada na corrente sanguínea. A pré-pró-endotelina - forma inativa, que é clivada por 

endopeptidases e gera um peptídeo de 38 aminoácidos (pró-ET ou big endotelin) com baixa 

atividade vasoativa. A pró-ET, sob a ação da enzima conversora de endotelina (ECE) produz 

a forma biologicamente ativa da endotelina, com apenas 21 aminoácidos (DHAUN et al., 

2008; KOHAN et al., 2011). A transcrição da endotelina é sensível a diversos fatores, como a 

angiotensina II, vasopressina, citocinas pró-inflamatórias (fator de necrose tumoral alfa - 

TNFα e interleucina 1 β), acidose e hiperglicemia (DHAUN et al., 2012; KOHAN et al., 

2011). A endotelina pode ser sintetizada a partir de três genes diferentes, dando origem a três 

isoformas distintas: ET-1, ET-2, e ET-3 (AZARANI et al., 1998; IMAI et al., 1992). Dos três 

peptídeos, a ET-1 (Figura 4) é o mais importante do endotélio vascular e do tecido renal 

(KARET, 1996) e é produto da clivagem do peptídeo pró-ET pela ECE 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Esquema representativo das vias de biossíntese da endotelina 1 (ET-1). A pré-pró-endotelina é 

clivada pela ação da furina e convertases, formando a pró-ET. Esta é clivada por diferentes enzimas conversoras 

de ET (ECEs). Uma vez formada, a ET-1 pode ser degradada por endopeptidases e deaminases. Fonte: 

Fontenele, (2017). Adaptado de Kohan (Kohan et al., 2011) e Casare, 2015.  

 

A ET-1 tem ação autócrina e parácrina, e pode se ligar a dois receptores específicos, o 

do tipo A (ETA) e do tipo B (ETB), ambos acoplados à proteína G (ARAI et al., 1990) 
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(Figura 5). A interação de ET-1 com seus receptores é de longa duração (cerca de 2 horas), 

condição que favorece a manutenção de baixas concentrações plasmáticas do peptídeo (0,1 

pM a 0,4 pM) (KOHAN et al., 2011). As vias de sinalização celular pelas quais a ET-1 induz 

a vasoconstrição são dependentes das interações de seus receptores (ETA e ETB) com as 

proteínas Gq 11,12 ou 13, que ativam a fosfolipase C (PLC), resultando no aumento de cálcio no 

citosol e de diacilglicerol (DAG). Este último estimula a via da PKC/Mek/Erk1/2 e ambos os 

mensageiros (cálcio e Erk1/2) causam contração da célula muscular lisa (KOHAN et al., 

2011). 

 

Figura 5: Esquema representativo das vias de sinalização da ET-1 na parede vascular: A ECE1 pode estar 

presente na membrana celular ou nos retículos, clivando a pró-ET1 em ET-1, cuja  interação com ETA ou ETB 

na célula muscular lisa, ocorre a ativação da cascata da inositol trifosfato aumentando a concentração de cálcio 

intracelular, pela liberação do retículo sarcoplasmático e pela abertura de canais de cálcio, também estimulando a 

via da ERK1/2, resultando em vasoconstrição. Quando a ET-1 se liga ao receptor ETB presente na célula 

endotelial, estimula produção de NO pela ativação da NOS causando vasodilatação. Fonte: Fontenele, (2017). 

Adaptado de Kohan (Kohan et al., 2011) e Casare, 2015. 

 

No rim, a síntese de ET-1 ocorre nas células mesangiais e tubulares, especialmente nas 

células do ducto coletor (KOHAN; PADILLA, 1993), em macrófagos residentes 

(EHRENREICH et al., 1990) e pode ser estimulada pela angiotensina II, vasopressina, 

citocinas pró-inflamatórias (fator de necrose tumoral alfa - TNFα e interleucina 1 β), acidose e 

hiperglicemia (DHAUN et al., 2012; KOHAN et al., 2011). Os efeitos de ET-1 renal são 

mediados também pelos receptores ETA e ETB (ARAI et al., 1990; SAKURAI et al., 1990), 

os quais são abundantemente distribuídos nas células da musculatura lisa vascular, glomérulos 
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e células tubulares, principalmente no sistema de ductos coletores (KARET, 1996; KUC; 

DAVENPORT, 2004).  

1.7 Nefropatia diabética e Endotelina 1 

Desde a sua descoberta há mais de 20 anos por Yanagisawa et al (YANAGISAWA, 

KURIHARA, KIMURA, GOTO, et al., 1988; YANAGISAWA, KURIHARA, KIMURA, 

TOMOBE, et al., 1988), a contribuição fisiológica e patológica da endotelina 1 tem sido 

amplamente discutida. A ativação do receptor ETA resulta em estresse oxidativo aumentado, 

promove vasoconstricção renal através da ativação do mecanismo do SRA, aumento da 

expressão de mediadores inflamatórios circulantes e nos glomérulos, bem como mudanças na 

permeabilidade glomerular à albumina (SALEH, M. A. et al., 2010; ELMARAKBY, A. A. et 

al., 2005; KOHAN, D. E.; BARTON, M., 2014). Em contrapartida, a ET-1 via ETB resulta 

em ações vasodilatadoras, promove excreção de sódio e água, efeitos antiproliferativos e 

antifibróticos (KOHAN, D.E. et al., 2011; DHAUN, N. et al., 2008.). Desta forma, a ET-1 

possui um papel fundamental na regulação da hemodinâmica renal, na modulação da 

proliferação celular, na acumulação de matriz extracelular, inflamação e fibrose, além de 

participar da homeostase do sódio e da água e do equilíbrio ácido-base (KOHAN, D. E. 

2006; KOHAN, D. E.; POLLOCK, D. M., 2013).  

Diversas evidências implicam na atuação do sistema ET no desenvolvimento e/ou 

progressão da ND. Devido ao aumento da síntese e/ou dos efeitos da ET-1 em resposta a 

hiperglicemia, lesão hipertensiva glomerular e níveis de insulina, o que resulta em aumento da 

expressão renal e níveis circulatórios sistêmicos de ET-1 em diabetes experimental e clínico 

(HOCHER, B. et al., 2001; BENZ, K.; AMANN, K., 2011; TAKAHASHI, K. et al., 1990; 

BARTON, M., 2008). Este aumento parece mediar o efeito da endotelina 1 na injúria vascular 

que resulta em vasoconstrição, disfunção endotelial, alterações fenotípicas das células da 

musculatura lisa, remodelamento vascular, inflamação e estresse oxidativo (BOURQUE et al., 

2011).  

Além disso, seu papel no desenvolvimento e progressão da doença renal crônica 

(DRC) é bem estabelecido, principalmente pelo uso de inibidores da enzima conversora ECE 

1 ou antagonistas dos receptores ETA/B (BENIGNI; REMUZZI, 1999; HOCHER et al., 

2001). Muitos desses estudos revelam que na nefropatia diabética, a ET-1 participa dos 

processos envolvendo proteinúria, inflamação, perda de molécula de adesão e de podócitos 

(BENIGNI; REMUZZI, 1999; GAGLIARDINI et al., 2009; HOCHER et al., 2001; SALEH 

et al., 2010; ZOJA et al., 2011). Contudo, a via de sinalização precisa para compreender o 
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efeito da hiperglicemia no aumento da síntese de endotelina 1 in vivo ainda não foi 

esclarecida. Por outro lado, estudos in vitro revelam que a glicose estimula a síntese de 

endotelina 1 via ativação da p38 MAP cinase, do NFκB e membros da família STAT (signal 

transducer and activator of transcription) (MANEA et al., 2010; QUEHENBERGER et al., 

2000).   

 

1.8 Diabetes experimental induzido quimicamente por estreptozotocina 

Os modelos animais de diabetes são amplamente utilizados para a obtenção de 

conhecimentos sobre as alterações sistêmicas decorrentes do diabetes. A indução do diabetes 

em animais experimentais ocorre após a destruição química seletiva das células beta 

pancreáticas. Em ratos, camundongos e coelhos, uma substância frequentemente usada para 

este fim é a estreptozotocina (STZ) (glicosamina-nitrosureia, antibiótico isolado do fungo 

Streptomyces achromogenes) com propriedades diabetogênicas (SZKUDELSKI, 2001).  

Na maioria dos animais (adultos ou recém-nascidos) a indução de diabetes requer 

doses relativamente altas de estreptozotocina (STZ > 50 mg.kg-1) e o desenvolvimento da 

hiperglicemia após a injeção da droga é consequência da destruição das células beta 

pancreáticas com consequente queda na síntese de insulina (LENZEN, 2008). Portanto, a 

hiperglicemia observada nesse modelo animal não é decorrente de um quadro de resistência 

insulínica e apresenta características próximas de diabetes do tipo 1 (SZKUDELSKI, 2001). 
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2) JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

Na maioria dos estudos sobre nefropatia diabética, os modelos crônicos com 

hiperglicemia induzida por estreptozotocina (STZ), são avaliados por períodos acima de duas 

semanas após a injeção da droga (DIAS et al., 2011; MARIC-BILKAN et al., 2012; STRIDH 

et al., 2015), o que dificulta a identificação dos fatores e eventos biológicos responsáveis pelas 

manifestações patológicas responsáveis pelos estágios iniciais da nefropatia diabética.  

A terapia com inibidores da cascata de ativação do sistema renina-angiotensina e do 

sistema endotelina são geralmente introduzidos após a manifestação do diabetes, o que 

dificulta o reparo da injúria no tecido renal e distinguir o efeito da glicose do efeito da Ang II e 

ET-1 na progressão da nefropatia diabética. 

 Além disso, pouco se conhece sobre a relação entre a hiperglicemia sustentada e a 

ação da endotelina 1, especialmente na função renal. 

 A nossa hipótese é que no modelo diabético induzido pelo tratamento com STZ, 

a progressão da nefropatia diabética nos primeiros 15 dias após a injeção da droga, está 

associada ao efeito direto da glicose na injúria do tecido renal e no aumento da síntese de Ang 

II intrarrenal. Este peptídeo por sua vez, interage com o receptor AT1 intrarrenal para 

potencializar as vias pró-inflamatórias, pró-fibróticas, e consequentemente a progressão da 

doença renal crônica. Além disso, a Ang II sistêmica e/ou intrarrenal poderá aumentar a 

síntese de ET-1 intrarrenal.  

  Os resultados obtidos neste estudo serão relevantes e poderão contribuir para futuras 

abordagens terapêuticas por bloqueio dos receptores de Ang II e ET-1, visando amenizar a 

progressão da doença renal crônica em pacientes diabéticos. 
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3) OBJETIVO 

Investigar o papel da glicose bem como a sua relação na síntese e na atividade da 

angiotensina II e endotelina 1 no tecido renal nos eventos iniciais da nefropatia diabética 

induzida por estreptozotocina. 

  

3.1 Objetivos específicos 

1- Investigar o efeito da hiperglicemia na função e morfologia renal; 

2- Investigar a relação entre a hiperglicemia e a expressão de componentes do sistema 

renina-angiotensina intrarrenal; 

3-  Avaliar a contribuição da angiotensina II e da endotelina 1 na função e morfologia 

renal. 

4- Investigar o efeito da hiperglicemia associada à angiotensina II na expressão de fatores 

de estresse oxidativo e pró-inflamatórios relatados nos eventos de injúria renal. 
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4) MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais experimentais 

Foram utilizados 66 ratos Wistar com idade 50 dias, pesando 300 gramas, adquiridos 

no biotério de criação e mantidos no biotério de experimentação do Departamento de 

Fisiologia e Biofísica do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. Os 

animais foram mantidos em condição de controle da temperatura e ciclo claro-escuro de 12 

horas, com livre acesso à água e à alimentação. Todos os protocolos apresentados foram 

aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais em Experimentação (CEUA) (nº 84/35/3 – 

2015/2019) e estão de acordo com os princípios éticos adotados pela Sociedade Brasileira de 

Ciência de Animais de Laboratório (SBCAL). 

 

4.2 Grupos Experimentais  

1- Veículo ou controle (Ctl) 

2- Tratados com estreptozotocina (STZ)  

3- Tratados com losartan (Los), antagonista do receptor AT1  

4- Tratados com STZ + losartan (STZ/Los) 

5- Tratados com BQ 123, antagonista do receptor ETA 

6- Tratados com STZ + BQ123 (STZ/BQ123) 

 

4.2.1 Indução de diabetes  

Os animais foram tratados com dose única (50 mg/kg) de estreptozotocina-STZ 

(Sigma-Aldrich) dissolvida em tampão citrato (0.01 M e pH 4,5) e administrada por via 

endovenosa (veia peniana). O grupo controle (ou veículo) recebeu uma injeção de tampão 

citrato (0.01 M e pH 4,5). Foram considerados diabéticos os animais que após três dias da 

administração de STZ apresentaram níveis glicêmicos maiores ou iguais a 200 mg/dL. A 

glicemia foi avaliada pelo uso de glicosímetro digital Accu-Chek (Rocher Diagnostics, SP, 

BR). 

Em nosso estudo não utilizamos insulina para o controle glicêmico, uma vez que no 

período de estudo (15 dias após a injeção de STZ), não se observou glicemia acima de 350 

mg/dL. De acordo com dados da literatura, em geral, o uso de insulina neste modelo 

experimental torna-se imprescindível quando a dose de STZ é igual ou superior a 60 mg/kg e o 

período experimental é superior a duas semanas (KRAYNAK et al., 1995; LUIPPOLD et al., 
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2016). Além disso, a insulina pode mediar a renoproteção, o que dificultaria as nossas análises 

de função renal. 

 

4.2.2 Tratamento com losartan ou BQ123 

Conforme o delineamento experimental apresentado a seguir, no grupo losartan, os 

animais foram submetidos à gavagem com losartan (5 mg/kg/dia) (COLOGNATO et al., 1999) 

(Medley, Campinas, SP, BR). Para tal, 1 comprimido de losartana potássica (50 mg) foi 

dissolvido em 5 ml de água e após centrifugação, o sobrenadante foi removido e o volume foi 

administrado, referente ao peso de cada animal, por 22 dias. No grupo STZ/Los, os animais 

foram igualmente submetidos à gavagem com losartan (5 mg/kg/dia) por 7 dias antes da 

injeção de STZ e durante a evolução do diabetes (15 dias), totalizando 22 dias de losartan.  

No grupo BQ123, os animais foram anestesiados com injeção intramuscular de 

Ketamina (Virbac, Carros, França), e Xilazina (Virbac, Carros, França), nas doses de 50 e 5 

mg/kg de peso do animal, respectivamente. Após a perda completa dos reflexos de dor, foi 

realizada uma pequena incisão subcutânea no dorso de cada animal, seguida pela inserção de 

uma mini-bomba osmótica (Alzet, Cupertino, EUA modelo 2004) que permitia a infusão de 

BQ123 na dose de 100 ng/kg/dia (LUND et al., 2009) durante os 22 dias. No grupo 

STZ/BQ123, os animais foram submetidos ao mesmo processo, no qual a mini-bomba 

osmótica foi inserida 7 dias antes do início do tratamento com STZ e mantida durante a 

evolução do diabetes (15 dias), totalizando 22 dias de BQ123.  

Ao final dos tratamentos, os animais foram anestesiados com injeção intramuscular de 

Ketamina (Virbac, Carros, França), e Xilazina (Virbac, Carros, França), nas doses de 50 e 5 

mg/kg de peso do animal, respectivamente. 

 

4.3 Delineamento experimental 

4.3.1 Grupos tratados com Estreptozotocina (STZ) e/ou Losartan (Los)  

Nesta etapa os animais foram distribuídos nos seguintes grupos: 

 

1- Veículo ou Controle (CTL) 

 

 

 

22º dia 
7º dia 

Tampão citrato  

(0.01 M e pH 4,5)  

22º dia Sem tratamento 
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2- Tratados com estreptozotocina (STZ)  

    

 

 

3- Tratados com losartan (Los) 

 

 

 

 

 

4- Tratados com STZ + losartan (STZ/Los) 

 

 

 

 

4.3.2 Grupos tratados com Estreptozotocina (STZ) e/ou BQ123 

Nesta etapa os animais foram distribuídos nos seguintes grupos: 

1- Veículo ou controle (CTL) 

  

 

 

 

 

2- Tratados com estreptozotocina (STZ)  

  

 

 

 

 

3- Tratados com BQ123  

 

7º dia 
Diabético por 15 dias 

22º dia 

7º dia 22º dia Losartan
 

7º dia Diabético por 15 dias 22º dia 

STZ  

Losartan 

STZ 

7º dia Diabético por 15 dias 22º dia 

STZ 

Losartan
 

7º dia Diabético por 15 dias 22º dia 

STZ  
Losartan 

22º dia 
7º dia 

Tampão citrato  

(0.01 M e pH 4,5)  

7º dia Diabético por 15 dias 22º dia 

7º dia 22º dia BQ123
 

7º dia Diabético por 15 dias 22º dia 

STZ  

BQ123 

STZ 

22º dia 

Sem tratamento 

Sem tratamento 

Sem tratamento 
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4- Tratados com STZ + BQ123 (STZ/BQ) 

 

 

 

 

4.4 Avaliação metabólica 

4.4.1 Ganho de peso dos animais  

 O peso dos animais foi avaliado pelo uso de balança eletrônica (Acrimet, São Paulo, 

BR) antes e após o tratamento. O ganho de peso foi calculado pela fórmula: ganho de peso 

(gramas) = peso final (gramas) – peso inicial (gramas) (1).  

 

4.4.2 Glicemia 

A glicemia (níveis de glicose no sangue) foi avaliada antes e após o tratamento. Para 

tal, amostras de sangue foram obtidas da veia caudal e em seguida, depositadas sobre fitas 

glicêmicas (ABBOTT, EUA) para a leitura direta no glicosímetro digital (CE15, ABBOTT, 

EUA).  

4.4.3 Avaliação da pressão de cauda por pletismografia 

Com a finalidade de se monitorar os níveis pressóricos nos diferentes grupos 

experimentais, os valores de pressão arterial sistólica foram avaliados em animais acordados 

antes e após o tratamento, de maneira indireta, pela técnica de pletismografia de cauda (LE 

5001, Panlab S.I. Barcelona, Espanha). 

 Os valores de pressão de cauda obtidos para cada animal foram apresentados como 

média aritmética de 10 a 12 medidas obtidas por animal, após completa acomodação do 

mesmo no contensor. 

4.4.4 Gaiolas metabólicas e obtenção de urina 

Ao final do tratamento, 24 horas antes dos experimentos, os animais foram transferidos 

para gaiolas metabólicas individuais para o monitoramento do consumo de ração (gramas/dia), 

água (ml/dia) e volume urinário (ml/dia). As amostras de urina coletadas das gaiolas 

metabólicas foram utilizadas para avaliar o fluxo urinário (µL/min), concentrações de 

creatinina, proteínas totais e de albumina.  

7º dia Diabético por 15 dias 22º dia 

STZ 

BQ123
 

7º dia Diabético por 15 dias 22º dia 

STZ  
BQ123 
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4.5 Obtenção de amostras de urina, sangue e tecido renal 

Ao final dos tratamentos, os animais foram anestesiados com injeção intramuscular de 

Ketamina (Virbac, Carros, França), e Xilazina (Virbac, Carros, França), nas doses de 50 e 5 

mg/kg de peso do animal, respectivamente.  Após a perda completa dos reflexos de dor, foi 

realizada uma incisão na cavidade abdominal e em seguida foi coletada uma amostra de urina 

(cerca de 1 ml) da bexiga utilizando uma seringa, para posterior análise da concentração de 

eletrólitos (sódio e potássio). Em seguida, a artéria e veia do rim direito foram amarradas com 

fio de algodão e o rim foi removido. Após separar córtex e medula, as amostras foram 

congeladas a -80 ºC para análises posteriores por RT-PCR (Reação em cadeia da polimerase 

com transcrição reversa). Em seguida, a artéria aorta abdominal foi exposta e canulada com 

um cateter de polietileno PE 50 heparinizado e 5 ml de sangue foram coletados. Após 

centrifugação a 2.500 rpm por 15 minutos, a porção correspondente ao plasma foi armazenada 

em freezer a -80 ºC para posterior análise de eletrólitos, creatinina, angiotensina II, endotelina 

1, frutosamina e insulina no plasma.   

 

4.5.1 Perfusão e fixação do tecido renal 

Imediatamente após a coleta do sangue e remoção do rim direito, o rim esquerdo foi 

submetido à perfusão pela artéria aorta com tampão fosfato (PBS: 0,15 M de NaCl, 1,9 mM de 

NaH2PO4, 8,1 mM de Na2HPO4, pH 7.4), por 10 minutos a uma velocidade máxima de 20 

ml/min e em seguida, com paraformaldeído 4%, por 10 minutos na mesma velocidade. Após 

esse período, o rim foi removido e seccionado transversalmente na porção central do órgão. O 

tecido foi fixado por mais 24 horas em paraformaldeído em temperatura ambiente e em 

seguida, transferido para álcool 70%, para ser encaminhado para o Laboratório de Histologia 

da Faculdade de Medicina da USP onde foi impregnado com parafina e realizados os cortes 

histológicos de 3 a 4 μm. 

4.5.2 Avaliação da concentração de creatinina 

Para as medidas de creatinina no plasma e urina, foi utilizado kit comercial ELISA 

(Creatinina–Labtest, MG, BR) e as medidas foram realizadas por método colorimétrico 

(absorbância a 510 nm), usando um espectrofotômetro (µQuant, Bio-Tek Instruments INC., 

Winooski, USA). O protocolo foi seguido de acordo com as instruções do fabricante.  
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4.5.3 Análise da filtração glomerular pelo clearance de creatinina 

O ritmo de filtração glomerular (RFG) foi estimado a partir do clearance de creatinina 

(por definição: o clearance de creatinina é o volume de plasma que é depurado de creatinina 

na unidade de tempo). Para tal, se utiliza a fórmula: CCr = (UCr . V)/PCr (4), em que Ux é a 

concentração de creatinina na urina, V é o fluxo urinário e Px é a concentração de creatinina no 

plasma. 

4.5.4 Medidas das concentrações de angiotensina II e endotelina-1 no plasma  

Para avaliar as concentrações de Ang II e ET-1, 50 µl de soro de cada animal contendo 

inibidor de protease foram submetidos à análise das concentrações de cada peptídeo por kits 

comerciais específicos (Phoenix Pharmaceuticals Inc, Burlingame, EUA). Os experimentos 

foram realizados em duplicata e as leituras processadas por método colorimétrico em 

espectrofotômetro (µQuant, Bio-Tek Instruments INC., Winooski, USA) e adquiridas em 

comprimento de onda de 450 nm, de acordo com o protocolo do fabricante.  

4.5.5 Medidas da concentração de frutosamina no plasma 

Para a avaliação da concentração de frutosamina, 10 µl de soro de cada animal 

contendo inibidor de protease foram submetidos à análise por intermédio de kit comercial 

(Labtest, Lagoa Santa, Brasil) por método colorimétrico, utilizando  espectrofotômetro 

(µQuant, Bio-Tek Instruments INC., Winooski, USA) e comprimento de onda de 530 nm 

(JOHNSON et al., 1983), de acordo com o protocolo do fabricante. Os experimentos foram 

realizados em duplicata.  

4.5.6 Determinação de insulina no plasma 

As análises de insulina foram realizadas utilizando 50 µl do soro de cada animal 

contendo inibidor de protease. Os experimentos foram realizados em duplicata por meio de 

kits de ensaio imunoenzimático (ELISA, EZRMI-13K, Merck Millipore, Alemanha). A 

quantificação da insulina foi realizada por método colorimétrico e a leitura em 

espectrofotômetro (µQuant, Bio-Tek Instruments INC., Winooski, USA), adquirida em 

comprimento de onda 450 nm, conforme instruções descritas pelo fabricante. 
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4.5.7 Proteínas totais 

A concentração de proteínas totais na urina foi avaliada pelo uso do kit Sensipront 

ELISA (Labtest, Minas Gerais, Brasil). As medidas foram realizadas por método colorimétrico 

utilizando um espectrofotômetro (µQuant, Bio-Tek Instruments INC., Winooski, USA) e 

comprimento de onda de 600 nm. O protocolo foi seguido de acordo com as instruções do 

fabricante.  

4.5.8 Albumina 

A concentração de albumina na urina foi avaliada, utilizando um Kit ELISA (Nephrat 

Kit; Exocell, Filadelfia, EUA) contendo anticorpo anti-albumina de rato. As medidas foram 

realizadas por meio do espectrofotômetro (µQuant, Bio-Tek Instruments INC., Winooski, 

USA) (absorbância a 450 nm) e o protocolo foi seguido de acordo com as instruções do 

fabricante.  

 

4.6 Parâmetros eletrolíticos 

4.6.1 Avaliação da osmolaridade 

A osmolaridade da urina e do plasma foi medida diretamente em osmômetro (Micro 

Osmometer, Precision System, Natick, EUA), utilizando 10 µL do soro ou de urina de cada 

animal.  

4.6.2 Avaliação do pH 

O pH e a concentração de bicarbonato (HCO
-
3) no plasma foram avaliados diretamente 

por meio do pHmetro do tipo Radiomiter (ABL 5, Radiometer, Copenhagen, Dinamarca).  

4.6.3 Avaliação dos íons Na
+
 e K

+
 

As concentrações dos íons Na
+
 e K

+
 no plasma e urina foram avaliadas por meio de 

fotometria de chama (B462, Micronal, São Paulo, Brasil). 

4.6.4 Manejo de sódio e potássio pelos néfrons 

  Uma vez avaliadas as concentrações eletrolíticas no plasma e na urina torna-se possível 

estimar o manejo tubular de cada eletrólito. Para tal, basta calcular a carga filtrada, carga 

excretada e fração de filtração. 
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▪ A carga filtrada (CF; em mEq/min) dos íons Na
+
 e K

+
 foi calculada pela fórmula: CFx= Px . 

CCr (5), em que Px é a concentração do íon no plasma e CCr é o clearance de creatinina.  

▪ A carga excretada (CE; em mEq/min) dos íons Na
+
 e K

+
 foi calculada pela fórmula: CEx = 

Ux. V (6), em que Ux é a concentração do íon na urina e V é o fluxo urinário.  

▪ Já a fração de excreção (FE; em %) dos íons Na
+
 e K

+
 foi calculada pela fórmula: FEx = (CFx 

/CEx)x100 (7), em que a CFx é a carga filtrada do íon e a CEx é carga excretada do mesmo íon.  

4.7 Estudos morfológicos 

 Os fragmentos de tecido renal foram removidos do álcool 70% e emblocados em 

parafina. Em seguida, utilizando-se um micrótomo obteve-se os cortes renais longitudinais de 

4 µm de espessura os quais foram dispostos em lâminas silanizadas. Para as análises 

morfológicas, os cortes renais foram corados pelo método de ácido-periódico-Schiff (PAS). As 

análises correspondentes às áreas glomerulares, glomeruloesclerose e morfologia tubular de 

cada preparação foram realizadas por meio de microscópio de luz acoplado a uma câmera de 

vídeo e a um analisador de imagens (Eclipse 80i, Nikon, Toquio, Japão) e também pelo 

software NIS-Elements (Nikon), que fornece os valores para as áreas glomerulares e permite a 

identificação detalhada dos parâmetros morfológicos glomerulares e tubulares. A objetiva 

utilizada foi a de 20 x e para as áreas em destaque, as imagens foram capturadas em objetiva 

de 40 x. 

4.8 Imunohistoquímica  

 Cortes renais longitudinais de 4 µm embebidos em parafina foram desparafinizados em 

xilol, hidratados em álcool (100%, 90% e 75%) e então submetidos às análises por 

imunohistoquímica. A recuperação antigênica foi realizada por aquecimento a 100 
o
C, por 20 

minutos, em tampão Tris-EDTA+Tween (pH 9,0), seguido pelo resfriamento em água 

destilada, por 20 minutos. Logo após, foram submetidos ao bloqueio da peroxidase endógena, 

na qual as lâminas foram banhadas em solução de peróxido de hidrogênio (Merck, Whitehouse 

Statio, EUA) a 30% e azida sódica a 10%, por 10 minutos. Em seguida, as lâminas, contendo 

os cortes, foram incubadas com 50 ul de solução contendo soro de cabra 10% diluido em TBS 

(50 mM Tris-Cl e 150 mM NaCl, pH 7,6) com albumina 1% por 1 incubados overnight em 

câmera úmida e escura à 4 ºC com anticorpo primário específico para desmina (1:500; Abcam, 

EUA), renina (1:100, Biorbyt, EUA), ECA (1:75, Novus, EUA), nefrina (1:200, Abcam, EUA) 

e Nox4 (1:200, Abcam, EUA). No dia seguinte, os cortes foram lavados 2 vezes de 5 minutos 
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em TBS-T (tampão Tris-Base contento 0.025% Triton X-100) e então incubados com o 

anticorpo secundário específico (1:200) em câmara úmida em temperatura ambiente durante 

120 minutos.  

 Após a lavagem, conforme descrito acima, o produto da reação foi detectado com o 

complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, EUA) por incubação 

em câmera úmida e escura durante 60 minutos. A reação de coloração contém 3.3-

diaminobenzidine (Sigma Aldrich) suplementada com peróxido de hidrogênio 0.3% (Merck, 

Whitehouse Statio, EUA). O material foi contra-corado com o corante Methylgreen (Amresco, 

Ohio, EUA) e desidratado em álcool (75%, 90% e 100%) e xilol. Para montagem das lâminas, 

utilizou-se de Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, EUA).  

O material foi analisado através de um microscópio de luz acoplado a uma câmera de 

video e a um analisador de imagens (Eclipse 80i, Nikon). Para as marcações de desmina, 

nefrina, componentes do SRA, Nox 4 e injuria glomerular e tubular, foram analisados todos os 

glomérulos e túbulos em cerca de 20 áreas corticais (107172,99 μm
2
 cada) para cada animal. 

Além disso, foi analisado a expressão de renina e ECA1 na medula renal, avaliando um  

padrão de área menor (5 áreas). 

As lesões glomerulares foram classificadas de acordo com a porcentagem de áreas 

glomerulares marcadas, sendo 0 = 1 a 5% de área marcada; 1 = 6 a 25% de área marcada; 2 = 

26 a 50% de área marcada; 3 = 51 a 75% de área marcada e 4 = 76 a 100% de área marcada. 

4.9 Reação em cadeia da polimerase em tempo real 

4.9.1 Extração do RNA total 

As amostras de tecido renal (córtex e medula) foram homogeneizadas em nitrogênio 

líquido e então ressuspensas em 1 ml de TRIzol LS Reagent. Em seguida, o homogenato foi 

incubado por 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir a completa dissociação dos 

complexos nucleoproteicos. O RNA total foi extraído em mini-colunas do kit ilustra RNA spin 

Mini kit (GE Healthcare Life Sciences, Alemanha), conforme instruções do fabricante.  

4.9.2 Síntese do cDNA a partir do RNAm (RT-PCR) 

Para a síntese de cDNA a partir do RNAm (2000 ng), foi utilizado o kit High Capacity 

RNA-to-cDNA (Applied Biosystem, Foster City, EUA) e o termociclador Mastercycler 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), de acordo com o protocolo do produto.  
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4.9.3 Expressão gênica pela reação em cadeia da polimerase em tempo real 

O cDNA (25 ng) obtido no RT-PCR foi utilizado na análise de expressão gênica através 

da reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Foram utilizadas sondas marcadas 

com FAM adquiridas no formato TaqMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Na 

obtenção das sondas, foram selecionadas aquelas que amplificam junções exônicas, a fim de 

reduzir ainda mais o impacto de contaminação por DNA genômico. Sendo assim, as sondas 

escolhidas são sempre "Best Coverage".  

As sondas utilizadas foram:  

 Angiotensinogênio: Rn00593114-m1; 

 Renina: Rn00561847-m1; 

 Enzima conversora de Ang I (ECA): Rn00561094-m1;  

 TNF alfa: Rn99999017-m1; 

 TGF beta: Rn00579674-ml;  

 Nox 4: Rn00585380ml; 

 GAPDH: Rn01775763-g1 (gene endógeno) 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata no aparelho 

StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems) e os resultados foram analisados 

pelo software StepOne versão 2.1 (Applied Biosystems), seguidos pela análise estatística no 

software GraphPad Prism (San Diego, EUA). A semelhança das eficiências de amplificação 

das sondas (próximo a 100%) permite a utilização do modelo matemático 2
-ΔΔCT

 para o cálculo 

das diferenças de expressão entre os genes alvo e endógeno. Assim, os resultados serão 

apresentados na forma de fold change, ou seja, aumento ou diminuição da expressão em 

relação ao grupo controle. 
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5) ANÁLISE ESTATÍSTICA  

A análise estatística dos dados atuais foi realizada por análise de variância (ANOVA) 

de uma via, completamente randomizada, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni, 

realizados a partir do programa GraphPad Prism Software 5. Nos experimentos de apenas 2 

grupos, a análise foi realizada por teste t não pareado. Valores de p<0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Os resultados são apresentados como um valor médio ± erro 

padrão. 
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6) RESULTADOS 

6.1 Grupo Estreptozotocina e Losartan 

6.1.1 Parâmetros Metabólicos 

Conforme apresentado na Figura 6 e Tabela 1, antes do tratamento, a glicemia se 

manteve dentro dos valores fisiológicos em todos os grupos (A). O tratamento com STZ 

induziu hiperglicemia (B), aumento significativo de frutosamina (C) e queda na concentração 

de insulina no plasma (D). Na presença de losartan sozinho, todos os parâmetros analisados 

foram similares ao grupo controle.  No co-tratamento, no entanto, o losartan preveniu 

parcialmente a progressão da hiperglicemia e produção de frutosamina induzidas por STZ, 

mas não interferiu no efeito da STZ sobre os níveis plasmáticos de insulina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 6- Efeito da estreptozotocina (STZ, 50 mg/kg) e/ou losartan (Los, 5 mg/kg/dia); na glicemia, e 

concentrações plasmáticas de frutosamina e insulina. 
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Tabela 1- Glicemia, frutosamina e insulina. 
Parâmetros Ctl (n=14) STZ (n=16) Los (n =14) STZ/Los (n =12) 

 

Glicemia Inicial, mg/dL 

 

 94 ± 3,1 

 

    98 ± 3,9 

 

   99 ± 3,6 

 

  100 ± 3,3 

 

Glicemia Final, mg/dL 

 

 86 ± 4,6 

 

  318 ± 26,6
***

 

 

   78 ± 4,4 

 

 238 ± 12
***+++## 

 

 

Frutosamina, mmol/L 

 

166 ± 11 

 

  264 ± 13
***

 

 

157 ± 12 

 

  207 ± 18
#
 

 

Insulina plasmática, ng/ml 

 

0,43 ± 0,10                             

 

0,11 ± 0,01
** 

 

 

0,42 ± 0,09 

 

0,17 ± 0,01
*+

 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. CTL. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. 
***

p<0.001 e 
**

p<0.01 versus controle; 
+++

p<0.001 versus Los;
 ##

p<0.01, 
#
p<0.05 versus STZ.  

 

O tratamento com STZ resultou em aumento significativo da ingestão de ração e de 

água quando comparado ao grupo controle (Figura 7 A e B, Tabela 2). O tratamento com 

losartan sozinho não alterou esses parâmetros em relação ao grupo controle e no co-

tratamento, o losartan também não alterou o efeito estimulador da STZ.  

 

 

 

 

 
 
 
 
Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 7- Efeito da estreptozotocina (STZ, 50 mg/kg) e/ou losartan (Los, 5 mg/kg/dia); na ingestão de ração e 

água. 

 

A STZ induziu queda acentuada do peso dos animais ao final do tratamento, o que 

resultou em concomitante queda no ganho de peso quando comparado ao grupo controle 

(Figura 8 A, B e C, Tabela 2). Além disso, a STZ induziu aumento no peso renal em 

comparação ao grupo controle (Figura 8 D e Tabela 2). O tratamento com losartan sozinho 

não alterou esses parâmetros em relação ao grupo controle e no co-tratamento, o losartan 

também não alterou os efeitos da STZ.  
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 8- Efeito da estreptozotocina (STZ, 50 mg/kg) e/ou losartan (Los, 5 mg/kg/dia); na variação do peso 

corpóreo ou renal. 

 
Tabela 2- Ingestão de ração e água, peso corpóreo inicial e final e peso do rim. 
Parâmetros Ctl (n=14) STZ (n=16) Los (n =14) STZ/Los (n =12) 

Ingestão de ração, g/dia 

 

17 ± 0,9 

 

 

28 ± 1,3
***

 

 

21 ± 1,3 

 

29 ± 1,9
***+++ 

 

Ingestão de água, ml/dia 

 

30 ± 2,0 

 

120 ± 9,3
*** 

 

32,4 ± 2,7 

 

125 ± 9,7
***+++ 

 

Peso corpóreo inicial, g 

 

290 ± 8,8 

 

300 ± 11,3 

 

254 ± 10,1 

 

261 ± 7,7 

 

Peso corpóreo final, g 

 

365 ± 6,3 

 

316 ± 6,2
*** 

 

350 ± 7,2 

 

302 ± 5,3
***+++ 

 

Ganho de peso, g/semana 

 

74 ± 7,0 

 

29 ± 4,7
*** 

 

95 ± 7,8 

 

38 ± 7,8
**+++ 

 

Peso do rim/peso corpóreo, mg/g 3,7 ± 0,11 4,8 ± 0,15
***

 3,6 ± 0,09 4,6 ± 0,14
***+++

 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. CTL. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. 
***

p<0.001 e 
**

p<0.01 versus controle; 
+++

p<0.001 versus Los.
 
 

 

6.1.2 Pressão arterial e batimentos cardíacos 

No tratamento com STZ e/ou losartan não se observou alterações na pressão arterial ou 

batimentos cardíacos quando comparado ao grupo controle (Tabela 3).  
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Tabela 3- Pressão arterial e batimentos cardíacos por minuto. 
Parâmetros Ctl (n =14) STZ (n =16) Los (n =14) STZ/Los (n =12) 

     

PAS Inicial, mmHg 

 

118 ± 1 120 ± 1 117 ± 2      121 ± 2 

PAS Final, mmHg 

 

118 ± 1 124 ± 1 117 ± 2      117 ± 2 

BPM Inicial 

 

BPM Final 

377 ± 4 

 

377 ± 5 

382 ± 5 

 

363 ± 8 

399 ± 4 

 

391 ± 6 

     395 ± 4 

 

     355 ± 7 
     

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. Ctl. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. PAS, pressão 

arterial sistólica; BPM, batimentos por minuto. 

 

6.1.3 Concentrações de angiotensina II no plasma 

Conforme apresentado na Figura 9, o tratamento com STZ e/ou losartan induziu 

aumento significativo na concentração de angiotensina II no plasma, em comparação ao grupo 

controle [(ng/ml) Controle 0,63 ± 0.13 versus STZ 1,87 ± 0.29; versus Losartan 1,48 ± 0,26  

ou  versus STZ/Los 1,84 ± 0,14 ].  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 9 – Concentrações de angiotensina II no plasma (ng/ml); CTL. Controle (n= 8); STZ, estreptozotocina (50 

mg/kg) (n=9); Los, losartan (5 mg/kg/dia) (n=9); STZ/Los, estreptozotocina + losartan (n= 8). Análise estatística 

é representada como média ± erro padrão.   

 

6.1.4 Clearance de creatinina 

 O ritmo de filtração glomerular (RFG) é estimado pelo clearance de creatinina, e, 

portanto, pode ser um indicador de alterações na função glomerular. Nossos resultados 

indicam que o tratamento com STZ não interferiu no clearance de creatinina controle 

[(mg/dL) Ctl: 1,41 ± 0,25 (n = 9); STZ: 1,24 ± 0,24 (n = 14); Los: 1,36 ± 0,16 (n = 10); 
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STZ/Los: 1,07 ± 0,18 (n = 9)]. Entretanto, encontramos um aumento da creatinina plasmática e 

no co-tratamento, o losartan não interferiu neste parâmetro (Figura 10 A e B, Tabela 4). 
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 10 – Clearance de creatinina (CCr em ml/min); CTL. Controle; STZ, estreptozotocina (50 mg/kg); Los, 

losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. Análise estatística é representada como média ± 

erro padrão.  

 

Tabela 4- Clearance de creatinina. 
Parâmetros Ctl (n =14) STZ (n =15) Los (n =10) STZ/Los (n =10) 

 

Cr plasmática 

 

0,72 ± 0,11 

 

1,50 ± 0,14
**

  

 

0,97 ± 0,13 

 

1,45 ± 0,14
** 

     

CCr, ml/min 1,41 ± 0,25 1,24 ± 0,24 1,35 ± 0,15 1,17 ± 0,17 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. Ctl. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. 
***

p<0.001 e 
**

p<0.01 versus controle;
 +++

p<0.001 versus Los.
 
CCr, clearance de creatinina. 

 
6.1.5 Fluxo Urinário e manejo de eletrólitos 

Conforme apresentado na Figura 11 e Tabela 5, o tratamento com STZ induziu 

aumento significativo no fluxo urinário. O tratamento com losartan sozinho não produziu 

alterações nesse parâmetro quando comparado ao grupo controle e no co-tratamento, o 

losartan não interferiu no efeito estimulador da STZ.  
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 11 – Fluxo urinário (µL/min); CTL. Controle; STZ, estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 

mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina tratado com losartan. Análise estatística é representada como média ± 

erro padrão. 

Conforme apresentado na Tabela 5, as concentrações de Na
+
 e a osmolaridade do 

plasma não sofreram alterações entre os grupos estudados. A fração de excreção de Na+ 

também se manteve inalterada entre os grupos. No entanto, a fração de excreção de K+ 

aumentou no grupo tratado com STZ e este efeito foi mantido no co-tratamento com losartan.  

 

Tabela 5- Fluxo urinário, osmolaridade e o manejo de eletrólitos. 
Parâmetros  Ctl (n =16) STZ(n =14)   Los(n =13) STZ/Los(n = 12) 

Fluxo urinário, μl/min 13 ± 0,78 

 

63 ± 2,02
***

 

 

13 ± 0,70 

 

66 ± 3,87
***+++ 

 

Osmolaridade plasmática, mOsm/l 

Osmolaridade urinária, mOsm/l 

 

Na
+ 

plasmático, mEq/L 

Carga filtrata de Na
+
, mEq/min 

Carga excretada de Na
+
, mEq/min 

Fração de excreção de Na
+
 % 

 

K
+ 

plasmático, mEq/L 

Carga filtrada de K
+
, mEq/min 

Carga excretada de K
+
, mEq/min 

Fração de excreção de K
+
,% 

293 ± 5,40 

386 ± 34 

 

140 ± 1,7 

129 ± 27 

0,78 ± 0,17 

0,53 ± 0,09 

 

5,3 ± 0,33 

9,0 ± 1,25 

0,72 ± 0,12 

7,3 ± 1,8 

304 ± 4,0          

592 ± 50
** 

 

143 ± 1,9 

176 ± 32
 

1,88 ± 0,30
** 

1,30 ± 0,21
* 

 

5,1 ± 0,39 

7,2 ± 0,88 

3,0 ± 0,45
***

 

54 ± 9,4
*** 

298 ± 2,5 

300 ± 55 

 

140 ± 2,1 

199 ± 24 

0,30 ± 0,06 

0,26 ± 0,08 

 

6,7 ± 0,64 

9,3 ± 1,52 

0,73 ± 0,16 

8,2 ± 2,1 

302 ± 2,3 

503 ± 60 

 

139 ± 2,6 

151 ± 24
 

1,60 ± 0,19
*+++ 

1,34 ± 0,27
*++ 

 

5,8 ± 0,22 

6,8 ± 1,12 

2,0 ± 0,35 

41 ± 8,0
*+ 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. CTL. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina tratado com losartan. 
***

p<0.001, 
**

p<0.01 e 
*
p<0.05 versus controle; 

+++
p<0.001, 

+++
p<0.01 e  

+
p<0.05 versus Los. Análise estatística é 

representada como média ± erro padrão. Carga filtrada (CF), (Ux. CCr); Carga excretada (CE) (Ux. V), Fração de 

excreção (FE) = CE/CF. 100. CCr, clearance de creatinina; U, urina; V, fluxo urinário; x, íon. 
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6.1.6 Proteínas na urina 

Conforme apresentado na Figura 12 e Tabela 6, o tratamento com STZ induziu 

proteinuria com albuminuria quando comparado ao grupo controle. O tratamento com losartan 

sozinho não alterou esses parâmetros, e no co-tratamento, o losartan também não interferiu de 

forma significativa no efeito estimulador da STZ. 

 

 

                           

 

 
 
 
 

 

Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 12 – Excreção de proteínas totais e albumina em ratos controles ou tratados com STZ e/ou losartan. 

Análise estatística é representada como média ± erro padrão.  

Tabela 6- Excreção urinária de proteínas. 
Parâmetros Ctl (n =14) STZ (n =15) Los (n =10) STZ/Los (n =10) 

     

Proteínas totais, mg/dia 

 

19,21 ± 1,64 37,36 ± 2,52
***

 20,62 ± 2,61 37,11 ± 2,19
***+++ 

Albuminuria, mg/dia 0,67 ± 0,06 3,43 ± 0,23
***

 0,69 ± 0,07 3,24 ± 0,23
***+++ 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. Ctl. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. 
***

p<0.001 versus 

controle e 
+++

p<0.001 versus Los.
  

 

6.1.7 Expressão de RNAm e proteínas dos componentes do SRA intrarenal  

O tratamento com STZ não alterou a expressão de RNAm para angiotensinogênio, 

renina e ECA1 no córtex renal (Figura 13A-C e Tabela 7). No entanto, os animais tratados 

apenas com losartan (Los) apresentaram maior expressão de RNAm para renina em relação ao 

grupo controle (Figura 13 B e Tabela 7). 
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 13 – Expressão de RNAm para os componentes do sistema renina-angiotensina no córtex renal. Análise 

estatística é representada como média ± erro padrão.  

 Considerando que não houve efeito da STZ na expressão de RNAm cortical para os 

componentes do SRA intrarrenal, não avaliamos a expressão proteica desses componentes no 

córtex. Entretanto, consideramos importante investigar a expressão proteica (por 

imunohistoquimica) de alguns desses componentes na medula renal.  

 Conforme apresentado na Figura 14 A, o tratamento com STZ induziu significativo 

aumento da expressão de renina na medula externa, quando comparado ao grupo controle. No 

grupo tratado apenas como losartan a renina também ficou aumentada em relação ao controle e 

no co-tratamento, o losartan reduziu discretamente o efeito estimulador da STZ na expressão 

de renina medular. Os valores médios estão apresentados na Figura 14 B e Tabela 7.   
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 14 – (A) Imunohistoquimica para avaliar a expressão proteica de renina na medula externa renal (setas 

indicando ducto coletor medular interno). Os cortes renais longitudinais de 4 µm foram incubados com anticorpo 

primário anti-renina (1:100). As preparações foram analisadas através de um microscópio de luz acoplado a uma 

câmera de video e a um analisador de imagens (Eclipse 80i, Nikon). As imagens foram capturadas em objetiva de 

20x, aumento de 200x e as setas indicam imagens capturadas em objetiva de 40x, aumento de 400x. (B) Análise 

estatística é representada como média ± erro padrão.  
 

O tratamento com STZ induziu significativo aumento da expressão de ECA1 na 

medula interna renal quando comparado ao grupo controle. No grupo tratado apenas com o 

losartan não se observou diferença em relação ao controle e no co-tratamento, o losartan não 

interferiu significativamente sobre o efeito estimulador da STZ na expressão de ECA1 

medular ( Figura 15 A). Os valores médios estão apresentados na Figura 15 B e Tabela 7.   
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 15 – (A) Imunohistoquimica para avaliar a expressão proteica de ECA1 na medula interna renal (setas 

indicando ducto coletor medular interno). Os cortes renais longitudinais de 4 µm foram incubados com anticorpo 

primário anti-ECA1 (1:75). As preparações foram analisadas através de um microscópio de luz acoplado a uma 

câmera de video e a um analisador de imagens (Eclipse 80i, Nikon). As imagens foram capturadas em objetiva de 

20x, aumento de 200 x e as setas indicam imagens capturadas em objetiva de 40x, aumentyo de 400 x. (B) 

Análise estatística é representada como média ± erro padrão.  

 

 

Tabela 7- Expressão de RNAm e proteínas dos componentes do SRA intrarrenal. 
Parâmetros Ctl (n =7) STZ(n =9) Los(n =7) STZ/Los(n = 7) 

RNAm     

AGT (fold change) 

 

1,00 ± 0,09 0,76 ± 0,09 0,99 ± 0,07 0,98 ± 0,16 

Renina (fold change) 1,00 ± 0,07 1,11± 0,22 1,92± 0,22
*
 1,50 ± 0,23 

 

ECA1 (fold change) 

 

1,00 ± 0,05 

 

0,76± 0,10 

 

0,70± 0,07 

 

0,67 ± 0,08 

Parâmetros Ctl (n = 4) STZ(n = 4) Los(n = 4) STZ/Los(n = 4) 

Proteínas     

Renina, n
o
 de túbulos                                                                      2,20 ± 0,86 46,20 ± 1,82

***
 1,60 ± 1,36 36,40 ± 3,69

***+++ 

ECA1, n
o
 de túbulos                                                                                                                                        9,33 ± 0,62 34,67 ± 0,84

***
 7,92 ± 0,81 29,25 ± 1,03

***+++# 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. Ctl. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. 
***

p<0,001 e 
*
p<0,05 versus controle; 

+
p<0,05 versus STZ. ECA1, enzima conversora de angiotensina.
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6.1.8  Injúria glomerular e tubular 

A Figura 16 A-B e Tabela 8, indicam que o tratamento com STZ induziu aumento 

significativo da área glomerular quando comparado ao grupo controle. O tratamento com o 

losartan não alterou o resultado observado no grupo controle e no co-tratamento, losartan 

também não modificou o efeito estimulador da STZ. O índice de glomeruloesclerose também 

foi avaliado e este parâmetro não foi alterado entre os grupos estudados (Figura 16 C e 

Tabela 8). 

O tratamento com STZ induziu injúria tubular (principalmente nos túbulos proximais) 

em comparação ao grupo controle. O tratamento com o losartan não alterou o resultado 

observado no grupo controle e no co-tratamento, o losartan reduziu significativamente o efeito 

da STZ sobre este parâmetro (Figura 16 A-D e Tabela 8). 
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 16 – (A) Cortes histológicos (4 µm) de rins de ratos controle ou tratados com STZ e/ou Los e corados 

pelo método de ácido-periódico-Schiff (PAS). As setas indicam áreas com injúria tubular. As preparações foram 

analisadas através de um microscópio de luz acoplado a uma câmera de video e a um analisador de imagens 

(Eclipse 80i, Nikon). As imagens foram capturadas em objetiva de 20 x, aumento de 200 x e as setas indicam 

imagens capturadas em objetiva de 40 x, aumento de 400 x. (B) As análises estatística da área glomerular (B), 

índice de glomeruloesclerose (C)e injúria tubular (D) são representadas como média ± erro padrão. Ctl. Controle; 

STZ, estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. 

 

Pela técnica de imunohistoquimica se observou que o tratamento com STZ aumentou 

quantitativamente a expressão de desmina glomerular em comparação ao grupo controle. No 

co-tratamento, o losartan preveniu parcialmente o efeito estimulador de STZ sobre este 

parâmetro (Figura 17 A-B e Tabela 8).  
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 17 – (A) Imunohistoquimica para avaliar a expressão proteica de desmina em glomérulos (indicados por 

setas). Os cortes renais longitudinais de 4 µm foram incubados com anticorpo primário anti-desmina (1:500). As 

preparações foram analisadas através de um microscópio de luz acoplado a uma câmera de video e a um 

analisador de imagens (Eclipse 80i, Nikon). As imagens foram capturadas em objetiva de 20 x e as setas indicam 

imagens capturadas em objetiva de 40 x. (B) Análise estatística é representada como média ± erro padrão. Ctl. 

Controle; STZ, estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. 

 

Por imunohistoquimica se observou também que o tratamento com STZ reduziu a 

expressão de nefrina glomerular em comparação ao grupo controle. Não se observou 

diferenças entre os grupos tratados com losartan e o grupo controle (Figura 18 A-B e Tabela 

8). 
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 18– (A) Imunohistoquimica para avaliar a expressão proteica de nefrina em glomérulos (indicados por 

setas). Os cortes renais longitudinais de 4 µm foram incubados com anticorpo primário anti-nefrina (1:200). As 

preparações foram analisadas através de um microscópio de luz acoplado a uma câmera de video e a um 

analisador de imagens (Eclipse 80i, Nikon). As imagens foram capturadas em objetiva de 20 x e as setas indicam 

imagens capturadas em objetiva de 40 x. (B) Análise estatística é representada como média ± erro padrão.  

 

Tabela 8- Injúria glomerular e tubular renal. 
Parâmetros Ctl (n =9) STZ(n =9) Los(n =8) STZ/Los(n = 8) 

Área glomerular, μm
2
 

 

3322 ± 98 

 

3789 ± 116
*
 

 

2914 ± 65 

 

3388 ± 143 

Índice de Glomeruloesclerose 0,51 ± 0,04 0,72± 0,07 0,50± 0,03 0,60 ± 0,06 

 

Injúria tubular, túbulos/área 

 

0,14 ± 0,06 

 

14,25± 0,49
***

 

 

0,20± 0,06 

 

5,80 ± 0,53
+++

 

 Ctl (n =4) STZ(n =4) Los(n =4) STZ/Los(n = 4) 

Desmina, % 
 

0,22 ± 1,12 

 

20,7 ± 1,89
***

 

 

0,34 ± 0,11 

 

10,5 ± 1,8
***+++###

 

Nefrina, %                                                                                                                                       20,71 ± 0,62 14,8 ± 0,5
*
 18,7 ± 0,49 17,8 ± 1,9 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. Ctl. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. 
***

p<0,001 e 
*
p<0,05 versus controle; 

+++
p<0,001 versus STZ.

  

 

6.1.9  Expressão de Nox 4 

A expressão de Nox4 (subunidade da NADPH oxidase) no córtex sugere indícios de 

estresse oxidativo no tecido renal.  Nosso resultado apresentado na Figura 19 A e Tabela 9, 

indica que o tratamento com STZ induziu aumento significativo na expressão de RNAm para a 
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Nox4 em comparação ao grupo controle. O tratamento com losartan sozinho não alterou este 

parâmetro em comparação ao grupo controle. No entanto, no co-tratamento, o losartan 

preveniu o efeito estimulador da STZ sobre este parâmetro. Os experimentos de 

imunohistoquímica realizados em córtex renal (Figura 19 B e Tabela 9) confirmam o efeito 

estimulador de STZ na expressão proteica de Nox4. Neste caso, o co-tratamento com losartan 

preveniu apenas parcialmente o efeito da STZ sobre este parâmetro. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 19– (A) Expressão de RNAm para Nox4 no córtex renal. (B) Imunohistoquimica para avaliar a expressão 

proteica de Nox 4 (indicado por setas) no córtex renal. Os cortes renais longitudinais de 4 µm foram incubados 

com anticorpo primário anti-Nox 4 (1:200). As preparações foram analisadas através de um microscópio de luz 

acoplado a uma câmera de video e a um analisador de imagens (Eclipse 80i, Nikon). As imagens foram 

capturadas em objetiva de 20 x e as setas indicam imagens capturadas em objetiva de 40 x. (C) Análise estatística 

é representada como média ± erro padrão.  
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6.1.10 Expressão de RNAm para TNFα e TGFβ 

A expressão de TNFα é um indicativo de inflamação. Conforme apresentado na Figura 

20 A e Tabela 9, o tratamento com STZ induziu aumento significativo na expressão de RNAm 

para  TNFα. No tratamento com losartan sozinho este parâmetro não foi diferente do grupo 

controle e no co-tratamento, o losartan preveniu o efeito estimulatório da STZ na expressão de 

RNAm para TNFα. 

A expressão de TGF-β sugere um processo fibrótico. Conforme apresentado na Figura 

20 B e Tabela 9, tratamento com STZ induziu aumento significativo na expressão de RNAm 

para o TGFβ. Entretanto, os tratamentos com losartan não alteraram de forma significativa os 

resultados obtidos no grupo controle ou no grupo cotratado com STZ e losartan. 

 

 

 

  

 

   

                                                                                      

Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 20 – Expressão de RNAm para TNFα (A) e TGFβ (B) no córtex renal. Análise estatística é representada 

como média ± erro padrão.  

Tabela 9- Expressão de Nox4, TNFα e TGFβ. 
Parâmetros Ctl (n =7) STZ(n =6) Los(n =5) STZ/Los(n = 6) 

RNAm     

Nox4 (Fold change) 1,00 ± 0,13 1,82± 0,27
*
 1,05± 0,15 0,98 ± 0,19

#
 

TNFα (Fold change) 1,00 ± 0,15 1,66± 0,09
*
 0,87± 0,14 0,99 ± 0,15

#
 

TGFβ (Fold change) 1,00 ± 0,09 2,15± 0,24
*
 1,36± 0,29 2,20 ± 0,31

* 

 

Proteína 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nox4, núcleos/área 52,78 ± 2,31 83,10± 0,49
*
 45,03± 4,02 70,55 ± 2,81

**+++# 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. Ctl. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan.
**

p<0.01 e 
*
p<0,05 versus controle; 

+++
p<0.001; #p<0,05 versus STZ.
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6.2 Grupo Estreptozotocina e BQ123 

6.2.1 Concentrações de endotelina 1 no plasma  

Conforme apresentado na Figura 21, o tratamento com STZ não alterou os níveis 

plasmáticos de endotelina 1 em comparação ao grupo controle [(ng/ml) Ctl: 0,44 ± 0,07(n = 

7); STZ: 0,66 ± 0,07 (n = 9)].  

 

 

 

  

 

 

Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura  21 – Concentrações de endotelina 1 no plasma (ng/ml) de ratos tratados com STZ. Ctl. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg). Análise estatística é representada como média ± erro padrão.   

 

6.2.2 Parâmetros Metabólicos 

Conforme apresentado na Figura 22 e Tabela 10, antes de iniciar os tratamentos a 

glicemia se manteve dentro dos valores fisiológicos em todos os grupos estudados (A). O 

tratamento com STZ induziu hiperglicemia (B), aumento significativo de frutosamina (C) e 

queda na concentração de insulina no plasma (D). Na presença de BQ123 (antagonista do 

receptor ETA) sozinho, todos esses parâmetros foram similares ao grupo controle e no co-

tratamento, o BQ123 não alterou o efeito estimulador da STZ sobre os parâmetros avaliados. 
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 22 - Efeito da estreptozotocina (STZ, 50 mg/kg) e/ou BQ123 (100 ng/kg/dia); na glicemia (A e B) e 

concentrações plasmáticas de frutosamina (C) e insulina (D). Análise estatística é representada como média ± 

erro padrão.  

 

Tabela 10- Glicemia e concentrações plasmáticas de frutosamina e insulina. 
Parâmetros Ctl(n=16) STZ(n=14) BQ123(n=5) STZ/BQ(n=5) 

 

Glicemia Inicial, mg/Dl 

 

 

94 ± 3,1 

 

98 ± 3,9 

 

82± 2,1 

 

87 ± 3,8 

Glicemia Final, mg/dL 86 ± 4,6 318 ± 26,6
***

 76 ± 6,1 259 ± 16,7
***+++ 

 

Frutosamina,mmol/L 

 

166 ± 11 264 ± 13
***

 162 ± 22 233 ± 12
**++ 

Insulina plasmática, ng/ml 0,43 ± 0,10                             0,11 ± 0,01
* 
 0,21 ± 0,01 0,27 ± 0,03 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. CTL. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); BQ123 (100 ng/kg/dia); STZ/BQ, estreptozotocina + BQ123. 
***

p<0.001 e 
*
p<0.05 

versus controle; 
+++

p<0.001 versus BQ123.  

 

O tratamento com STZ resultou em aumento significativo da ingestão de ração e de 

água quando comparado ao grupo controle (Figura 23 A e B, Tabela 11). O tratamento com 

BQ123 sozinho não alterou esses parâmetros em relação ao grupo controle e no co-tratamento, 

o BQ123 também não alterou o efeito estimulador da STZ.  
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 23- Efeito da estreptozotocina (STZ, 50 mg/kg) e/ou BQ123 (100 ng/kg/dia) na ingestão de ração (A) e 

água (B). Análise estatística é representada como média ± erro padrão.  
 

O tratamento com STZ resultou em queda acentuada do peso dos animais ao final do 

tratamento, o que resultou em concomitante queda no ganho de peso quando comparado ao 

grupo controle (Figura 24 A, B e C, Tabela 11). Além disso, a STZ induziu aumento no peso 

renal em comparação ao grupo controle (Figura 24 D e Tabela 11). O tratamento com BQ123 

sozinho não alterou esses parâmetros em relação ao grupo controle e no co-tratamento, o 

BQ123 também não alterou de forma significativa os efeitos da STZ.  
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Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 24- Efeito da estreptozotocina (STZ, 50 mg/kg) e/ou BQ123 (100 ng/kg/dia) no peso corpóreo (A e B), 

ganho de peso (C) e peso do rim (D). Análise estatística é representada como média ± erro padrão.  

 

 

Tabela 11- Peso corpóreo inicial e final e peso do rim. 
Parâmetros Ctl(n=16) STZ(n=14) BQ123(n=5) STZ/BQ(n=5) 

Ingestão de Ração, g 

 

Ingestão de Água, 

 

Peso corpóreo inicial, g 

17 ± 0,9                          

30 ± 2,0 

 

290 ± 8,8 

 

28 ± 1,3
*** 

 

120 ± 9,2
*** 

 

300 ± 11,3 

18 ± 1,5 

 

29 ± 1,8 

 

252 ± 6,2 

31 ± 3,5
***++ 

 

107 ± 14,8
***+++ 

 

240 ± 8,5 

Peso corpóreo final, g 

 

365 ± 6,3 

 

316 ± 6,2
*** 

 

350 ± 6,2 

 

286 ± 17,8
***++ 

 

Ganho de peso, g/semana 

 

74 ± 7,0 

 

29 ± 4,7
*** 

 
95 ± 4,6 

 

57 ± 14,0 
 

Peso do rim/peso corpóreo, mg/g 3,7 ± 0,11 4,8 ± 0,15
***

 3,9 ± 0,10 5,2 ± 0,28
***+++ 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. CTL. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); BQ123 (100 ng/kg/dia); STZ/BQ, estreptozotocina + BQ123. 
***

p<0.001 versus 

controle; 
++

p<0.01 versus BQ123; 
+++

p<0.001 versus BQ123. 
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6.2.3 Pressão arterial e batimentos cardíacos 

No tratamento com STZ e/ou BQ123 não se observou alterações na pressão arterial ou 

batimentos cardíacos quando comparado ao grupo controle (Tabela 12).  

Tabela 12- Pressão arterial e batimentos cardíacos por minuto. 
Parâmetros Ctl(n =16) STZ(n =14) BQ123(n =5) STZ/BQ(n =5) 

     

PAS Inicial, mmHg 

 

118 ± 1 120 ± 1 119 ± 2 115 ± 2 

PAS Final, mmHg 

 

118 ± 1 124 ± 1 119 ± 1 117 ± 1 

BPM Inicial 

 

BPM Final 

377 ± 4 

 

377 ± 5 

382 ± 5 

 

363 ± 8 

385 ± 7 

 

400 ± 7 

384 ± 9 

 

384 ± 8 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. CTL. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); BQ123 (100 ng/kg/dia); STZ/BQ, estreptozotocina + BQ123. PAS, pressão arterial 

sistólica; BPM, batimentos por minuto. 

 

6.2.4 Clearance de creatinina 

 O tratamento com STZ não promoveu alteração significativa no clearance de 

creatinina, apesar de ter promovido uma discreta redução [(ml/min) Ctl: 1,41 ± 0,25 (n = 9); 

STZ: 1,24 ± 0,24 (n = 14)] . Porém, apresentou-se alto no grupo co-tratado STZ/BQ [(ml/min) 

Ctl: 1,41 ± 0,25 (n = 9); STZ/BQ: 2,96 ± 0,37 (n = 5)]. Entretanto, no grupo tratado com 

BQ123 sozinho, esse parâmetro não foi alterado em relação ao controle (Figura 25 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura  25 – Clearance de creatinina (CCr em ml/min) de ratos tratados com STZ e/ou BQ123. Ctl. Controle; 

STZ, estreptozotocina (50 mg/kg); BQ123 (100 ng/kg/dia); STZ/BQ, estreptozotocina + BQ123. Análise 

estatística é representada como média ± erro padrão.  
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6.2.5 Fluxo Urinário e manejo de eletrólitos 

Conforme apresentado na Figura 26 e Tabela 13, o tratamento com STZ induziu 

aumento significativo no fluxo urinário. O tratamento com BQ123 sozinho não produziu 

alterações nesse parâmetro quando comparado ao grupo controle e no co-tratamento, o BQ123 

não interferiu no efeito estimulador da STZ.  

 

 

 

 

 

 
Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 26 – Fluxo urinário (µL/min) de ratos controle (Ctl), tratados com STZ (50 mg/kg) e/ou BQ123 (100 

ng/kg/dia). Análise estatística é representada como média ± erro padrão.  

 

 

Conforme apresentado na Tabela 13, as concentrações de Na
+
 e a osmolaridade do 

plasma não sofreram alterações entre os grupos estudados. No entanto, a osmolaridade da 

urina aumentou no grupo STZ e se manteve elevada no co-tratamento com BQ123. 

A fração de excreção de Na
+
 também se manteve inalterada nos tratamentos onde se 

administrou STZ. No entanto, este parâmetro foi significativamente aumentado no grupo 

tratado apenas com BQ123 quando comparado ao grupo controle.  A fração de excreção de K
+
 

aumentou no grupo tratado com STZ e este efeito foi mantido no co-tratamento com BQ1213 

(Tabela 13).  
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Tabela 13- Fluxo urinário e manejo de eletrólitos. 
Parâmetros  Ctl (n =11) STZ (n =14) BQ123(n = 5) STZ/BQ (n = 5) 

Fluxo urinário, μL/min 13 ± 0,78 63 ± 2,02
*** 

12 ± 0,93 63 ± 0,54
***+++ 

 

Osmolaridade plasmática, mOsm/l 

Osmolaridade urinária, mOsm/l 

 

Na
+ 

plasmático, mEq/L 

Carga filtrata de Na
+
, mEq/min 

Carga excretada de Na
+
, mEq/min 

Fração de excreção de Na
+
 % 

 

K
+ 

plasmático, mEq/L 

Carga filtrata de K
+
, mEq/min 

Carga excretada de K
+
, mEq/min 

Fração de excreção de K
+
 % 

 

293 ± 5,4 

386 ± 37 

 

140 ± 1,7 

129 ± 27 

0,78 ± 0,17 

0,53 ± 0,09 

 

5,3 ± 0,33 

9,0 ± 1,25 

0,72 ± 0,12 

7,3 ± 1,4 

 

304 ± 4,0
 
                             

592 ± 50
** 

 

143 ± 1,9 

176 ± 32
 

1,88 ± 0,30
** 

1,30 ± 0,21
* 

 

5,1 ± 0,39 

7,2 ± 0,88
 

3,0 ± 0,45
***

 

54 ± 8,3
*** 

 

303 ± 1,9 

285 ± 18 

 

141 ± 2,1 

186 ± 30
 

1,45 ± 0,13 

0,90 ± 0,16 

 

4,0 ± 0,12 

5,0 ± 0,86 

0,59 ± 0,07 

14 ± 2,5
 

 

305 ± 2,9 

550 ± 56
+
 

 

138 ± 5,5 

314 ± 47
* 

7,3 ± 0,24
***+++### 

1,5 ± 0,14
* 

 

3,7 ± 0,22
*# 

12,3 ± 0,97
#++ 

4,2 ± 0,28
***+++###

 

37 ± 5,7
* 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. CTL. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); BQ123 (100 ng/kg/dia); STZ/BQ, estreptozotocina tratado com BQ123. 
***

p<0.001, 
**

p<0.01 e 
*
p<0.05 versus controle; 

+++
p<0.001 versus BQ123; 

# 
p<0.05 e 

### 
p<0.001 versus STZ. Análise estatística 

é representada como média ± erro padrão. Carga filtrada (CF), (Ux. CCr); Carga excretada (CE) (Ux. V), Fração de 

excreção (FE) = CE/CF. 100. CCr, clearance de creatinina; U, urina; V, fluxo urinário; x, íon. 
 

6.2.6 Proteinuria 

Conforme apresentado na Figura 27 A, B e Tabela 14, o tratamento com STZ induziu 

significativo aumento das proteínas totais urinárias e albumina urinária, quando comparado ao 

grupo controle. Por outro lado, o co-tratamento com BQ123 não interferiu no efeito da STZ 

sobre a proteinuria ou albuminuria.  

 

 

                                                                               

 

 
 

 

 

 

Fonte: Fontenele, 2017. 

Figura 27 – Excreção de proteínas totais e albumina em ratos tratados com STZ e/ou BQ123. Ctl. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); B123 (100 ng/kg/dia); STZ/BQ, estreptozotocina tratado com BQ123. Análise 

estatística é representada como média ± erro padrão. 
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Tabela 14- Excreção urinária de proteínas totais e albumina. 
Parâmetros Ctl (n =8) STZ(n =9) BQ 123(n =6) STZ/BQ(n =6) 

Proteínas totais, mg/dia 

 

 

19,32 ± 1,47 

 

34,96 ± 2,14
***

 

 

14,88 ± 1,03 

 

26,58 ± 3,45
+ 

Albuminuria, mg/dia 0,67 ± 0,06 4,30 ± 0,53
***

 1,38 ± 0,18 5,32 ± 0,02
***+++ 

Os valores são média ± EPM, número de animais por grupo é indicado entre parênteses. Ctl. Controle; STZ, 

estreptozotocina (50 mg/kg); Los, losartan (5 mg/kg/dia); STZ/Los, estreptozotocina + losartan. 
***

p<0.001 versus 

controle.
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8) DISCUSSÃO  

8.1 Grupo estreptozotocina e losartan 

A nefropatia diabética é uma das principais causas de doença renal crônica e 

mortalidade de pacientes diabéticos (AFFRES et al., 1991). Vários fatores como genéticos, 

hiperglicemia, hiperlipidemia, hipertensão arterial e proteinuria contribuem para a progressão 

da nefropatia diabética. Sabe-se também que no diabetes, a glicose atua diretamente no tecido 

renal, ativando a PKC e o aumento dos produtos finais de glicação avançada (AGEs), além de 

induzir alterações hemodinâmicas, tais como hiperfiltração glomerular, “shear stress” e 

microalbuminuria (SCHENA; GESUALDO, 2005). Outros estudos sugerem que no diabetes, a 

ativação do sistema renina-angiotensina (SRA) sistêmico (HOLLENBERG et al., 2003; 

LEWIS et al., 1993; MILLER, 1999) e o aumento da síntese de endotelina 1 (BENIGNI; 

REMUZZI, 1999; GAGLIARDINI et al., 2009; HOCHER et al., 2001; SALEH et al., 2010; 

ZOJA et al., 2011) podem interferir na função de vários órgãos, incluindo os rins. No entanto, 

os primeiros sinais da nefropatia diabética se manifestam entre 10 a 15 anos após o início da 

hiperglicemia (MATSUI et al., 2010), o que pode dificultar o reparo da função renal. 

Considerando que pouco se sabe sobre os eventos celulares associados aos estágios iniciais da 

nefropatia diabética, o objetivo do atual estudo foi investigar o papel da glicose e suas relações 

com a síntese de angiotensina II e endotelina 1 nos eventos iniciais da nefropatia diabética 

induzida por estreptozotocina, em ratos. Neste contexto, a ação da angiotensina II foi 

monitorada pelo antagonista do receptor AT1- losartan e da endotelina 1 pelo antagonista do 

receptor ETA – BQ123. 

Em nosso estudo, após a constatação da hiperglicemia (glicose > que 200 ng/dL), os 

animais foram mantidos em observação e/ou co-tratamento por 15 dias. Nossos resultados 

confirmaram o diabetes e hipoinsulinemia no grupo tratado com STZ, o que está de acordo 

com outros achados da literatura que relatam hipoinsulinemia nessa condição experimental 

(ACHENBACH et al., 2005; ATKINSON; EISENBARTH, 2001). No grupo tratado 

previamente com losartan seguido pelo co-tratamento (STZ/Los), os animais apresentaram 

hiperglicemia apenas atenuada em comparação ao grupo tratado apenas com STZ, sugerindo 

que o losartan desempenha efeito protetor nas células β pancreáticas durante o uso de STZ. 

Este resultado está de acordo com outros achados que relatam um efeito do losartan na 

proliferação de células β pancreáticas remanescentes do tratamento com STZ, o que 

possibilita a permanência de um número maior de células positivas para insulina (SLEEM et 

al., 2014; KAMPER et al., 2010). É importante ressaltar que esses estudos não mencionam o 
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uso de insulina após a indução do diabetes. De fato, nós observamos que no grupo co-tratado 

com STZ/Los, a concentração plasmática de insulina ficou acima do observado no grupo 

tratado apenas com STZ, o que reforça a hipótese da função de células remanescentes. A 

hiperglicemia observada em nosso estudo foi confirmada pelos níveis elevados de 

frutosamina, o que sugere a presença de proteínas glicadas (NANSSEU et al., 2015; KOGA; 

KASAYAMA, 2010).  

Em conjunto, nossos resultados permitem sugerir que a administração prévia de 

losartan (5 mg/kg/dia) por sete dias antes da injeção de STZ (50 mg/kg) atenuou o efeito da 

STZ nas células β pancreáticas, induzido proliferação dessas células, o que pode resultar em 

moderada secreção de insulina e consequentemente uma queda mais suave da hiperglicemia 

como observamos.   

Como esperado e previamente descrito em outros estudos (AKBARZADEH et al., 

2007; AKIRAV et al., 2004), o tratamento com STZ reduziu o ganho de peso apesar do 

aumento da ingestão de ração. As alterações observadas neste parâmetro foram independentes 

de Ang II, visto que o losartan não interferiu no efeito da STZ.  

Por outro lado, nossos resultados demonstram um aumento significativo no peso renal 

e estão de acordo com outros estudos que relatam hipertrofia renal associada aos processos de 

inflamação crônica e fibrose em animais tratados com STZ (HABIBUDDIN et al., 2008; LEE 

et al., 2008; MALATIALI et al., 2008; REMUZZI et al., 2006). Corroborando com esses 

estudos, nós observamos também um aumento significativo na expressão de RNAm para TGF-

β, um importante fator hipertrófico no tecido renal (MONKAWA et al., 2002). Curiosamente, 

o efeito da STZ nos parâmetros acima descritos se manteve no grupo co-tratado 

(STZ/losartan), sugerindo maior contribuição da glicose e/ou fatores inerente aos da Ang II. É 

importante resaltar que na hiperglicemia a interação entre AGEs/RAGE resulta na geração de 

EROs e ativação de  (NF-kB), fator importante para a síntese de fatores pró-inflamatórios e 

pró-fibróticos (TÓBON-VELASCO et al., 2014). 

Apesar de estudos relatarem hipertensão arterial em modelos diabéticos, a ocorrência 

prevalece em pacientes ou modelos experimentais com diabetes do tipo 2 e não com diabetes 

do tipo 1 (ATTIA et al., 2013; SOWERS, 2001; LURBE et al., 2002). Nossos resultados não 

demonstram efeito da STZ e/ou losartan sobre este parâmetro ou sobre os batimentos 

cardíacos, sugerindo que em nosso período experimental as funções cardiovasculares foram 

preservadas, além de não termos observarmos retenção de sódio nos animais. Mesmo tendo 

observado um nível de Ang II no plasma aumentado no grupo STZ e STZ/Los (Figura 9). 

Dados sugerem que esta estimulação do SRA consiste em uma compensação pela natriurese e 
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diurese induzida pela glicose no início da hiperglicemia, após a indução do diabetes, e que isto 

é essencial para evitar que a pressão arterial diminua (BRANDS; LABAZI, 2008). 

Nas observações sobre a função glomerular, nossos resultados demonstram que não 

houve alteração significativa no clearance de creatinina entre os grupos, o que sugere uma 

manutenção do ritmo de filtração glomerular, porém, com tendência a redução nos grupos STZ 

e STZ/Los. Além disso, houve elevação anormal da creatinina plasmática nesses animais que, 

segundo Ronco et al. (2010), é consistente com a função renal prejudicada. Estes fatores 

podem estar correlacionados ao estágio do desenvolvimento do diabetes.  

Uma das principais causas das alterações na hemodinâmica glomerular é a alteração da 

resistência nas arteríolas aferentes (HOSTETTER et al., 1981), cujo tônus é controlado 

principalmente pela auto-regulação renal (SCHNERMANN et al., 1976; SCHNERMANN; 

BRIGGS, 1982), mecanismo que depende de respostas metabólicas e miogênicas, assim como 

do mecanismo de feedback tubuloglomerular.  

A resposta miogênica das arteríolas aferentes está associada à capacidade do vaso em 

resistir ao estiramento provocado pelo aumento de pressão arterial, resultando em contração da 

musculatura lisa. Neste contexto, a regulação do cálcio intracelular é essencial (SASSON; 

CHERNEY, 2012). O mecanismo de feedback tubuloglomerular é estimulado principalmente 

pelo aumento das concentrações de Na
+
 e Cl

-
 no fluido tubular que alcança a mácula densa, 

cujas células liberam moléculas como adenosina e ATP (adenosina trifosfato). A adenosina e 

ATP atuam nas células da musculatura lisa da parede das arteríolas aferentes para induzir 

vasoconstrição e consequentemente, aumento da resistência do vaso e controle do fluxo 

sanguíneo para os capilares glomerulares. Nos nossos resultados, apesar de não ter apresentado 

diferença estatística, observamos aumento da carga filtrada de sódio tanto no grupo STZ 

quanto STZ/Los em relação ao grupo controle, justificando em parte o RFG. 

O aumento do fluxo urinário é justificado pelo fato da carga de glicose filtrada exceder 

o limiar renal, resultando em um aumento na concentração de glicose no túbulo, reduzindo 

assim a força motriz osmótica para rebsorção de água (GUYTON E HALL, 2012). Este 

aumento do fluxo urinário observado no grupo tratado com STZ e STZ/Los, pode estar 

associado ao aumento da carga excretada dos íons  Na
+
 e K

+
, bem como a fração de excreção 

de desses íons.  O aumento da fração de excreção de Na
+
 pode ter contribuído para o aumento 

significativo da osmolaridade da urina no grupo tratado com STZ e no grupo STZ/Los, apesar 

de não apresentar diferença estatística. O losartan não preveniu o efeito da STZ no aumento do 

fluxo urinário, sugerindo que a diurese foi mantida devido a glicosúria. 
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O tratamento com STZ induziu proteinúria e albuminúria, independentemente da ação 

da Ang II. Este resultado está de acordo com prévios estudos que destacam a hiperfiltração 

glomerular como fator fundamental para induzir proteinúria devido a hipertensão 

intraglomerular associada às alterações na barreira de ultrafiltração glomerular incluindo a 

apoptose de podócitos e injúria tubular (FUKAMI et al., 2013; WOLF et al., 2005; ZIYADEH; 

WOLF, 2008). 

Apesar da ação predominante da STZ na albuminuria, nós insistimos em investigar o 

SRA intrarrenal. E nossos resultados demonstram que no córtex renal não houve alteração na 

expressão de RNAm para os componentes de SRA (angiotensinogênio, renina e ECA1) nos 

grupos tratados com STZ ou STZ/Los em comparação ao grupo controle. Postular um papel 

atribuído à Ang II na fisiopatologia renal no diabetes tem sido historicamente um desafio, isto 

porque a atividade da renina plasmática, por exemplo, não está elevada em uma condição de 

diabetes sustentada (PRICE et al., 1999). De fato, Kalinyak e colaboradores (KALINYAK et 

al., 1993) demonstraram que  no início do diabetes experimental (2 semanas de STZ) não há 

alteração na expressão de RNAm para  angiotensinogênio ou renina  intrarrenal. Por outro 

lado, estudos demonstram que acima de duas semanas de diabetes experimental por STZ, 

ocorre significativo aumento da expressão dos componentes do SRA no córtex renal 

(ANDERSON et al., 1993; CORREA-ROTTER et al., 1992). No entanto, há evidências 

relevantes de ativação significativa de um SRA intrarrenal no diabetes crônico, independente 

de qualquer aumento mensurável da renina circulante ou Ang II (CAREY; SIRAGY, 2003). 

A Ang II em altos níveis circulantes tende a manter ou até reduzir a síntese e secreção 

de renina pelas células justaglomerulares devido ao mecanismo de feedback negativo 

(CASARE et al., 2016). Este aumento resulta do bloqueio do feedback negativo sobre a síntese 

e secreção de renina pelas células justaglomerulares. Assim, o bloqueio da ação da Ang II via 

AT1, como observado no grupo losartan, induz secreção de renina pelas células tubulares 

renais (CASARE et al., 2016).  

Considerando que não houve efeito da STZ na expressão de RNAm cortical para os 

componentes do SRA intrarrenal, não avaliamos a expressão proteica desses componentes no 

córtex. Entretanto, consideramos importante investigar a expressão proteica (por 

imunohistoquimica) de alguns desses componentes na medula renal. Nossos resultados 

demonstram aumento na expressão proteica de renina e ECA1 na medula renal. Assim, 

podemos sugerir que um dos eventos inicias da nefropatia diabética é o aumento da expressão 

dos componentes do SRA na medula renal. 
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Em nosso modelo experimental, não observamos glomeruloesclerose, como era 

esperado, visto que essa condição é mais evidente em estágios mais avançados da nefropatia 

diabética. No entanto, já observamos expansão da área glomerular e lesão tubular, 

especialmente nos túbulos proximais. Neste último, o losartan preveniu o efeito da STZ, 

indicando uma ação da Ang II intrarrenal sobre a injúria tubular em diabéticos. A expansão 

glomerular nos levou a investigar outros parâmetros associados à injúria glomerular. Nossos 

resultados demonstram que a hiperglicemia associada aos efeitos da Ang II aumentou a 

expressão de desmina glomerular. No entanto, somente a hiperglicemia foi responsável pela 

queda na expressão de nefrina, condição essencial para a injúria na barreira de ultrafiltração 

glomerular e, portanto, justifica a proteinuria observada. 

A expressão de NADPH oxidase, constitui uma via importante da produção de 

superóxido no tecido renal. Hendarto et al. (HENDARTO et al., 2012) observaram que em rins 

de modelos diabéticos ocorre aumento da expressão e atividade a Nox4, Nox 2 e p47phox, 

proteínas associadas à NADPH oxidase e, portanto, ao estresse oxidativo. De fato, nós 

observamos que o grupo tratado com STZ apresentou maior expressão de Nox4 em 

comparação ao grupo controle e esse efeito foi prevenido pelo losartan, sugerindo uma maior 

contribuição da Ang II no estresse oxidativo do tecido renal de diabéticos. 

Em relação ao TNFα, sabe-se que os podócitos, células mesangiais, células epiteliais 

tubulares, além de macrófagos residentes, são fontes de TNFα intrarrenal (SATO et al., 1998; 

RAMESH; BRIAN REEVES, 2006). No entanto, na vigência de altas concentrações de Ang II 

essas células apresentam alta capacidade de síntese de TNFα, condição que potencializa a 

injúria renal desencadeada pela Ang II (TAMSMA, 2009). No estudo atual, observamos que a 

STZ induziu aumento na expressão de RNAm para TNFα e losartan preveniu o efeito de STZ 

sobre este parâmetro, o que sugere uma contribuição predominante da Ang II na síntese TNFα 

em modelos diabéticos.  

  

8.2 Grupo estreptozotocina e BQ123 

Estudos demonstram que a hiperglicemia induz aumento na síntese de endotelina 1 (ET-

1). Esta por sua vez, induz vasoconstrição, disfunção endotelial, alterações no fenótipo das 

células da musculatura lisa vascular, remodelamento vascular, inflamação e estresse oxidativo 

(BOURQUE et al., 2011; MANEA et al., 2010; MANEA et al., 2013). No entanto, as vias 

responsáveis pelo aumento da síntese de ET-1 e seu efeito intrarrenal em diabéticos ainda não 

foram decifradas.  Algumas linhas de evidências indicam que o processo inflamatório induzido 
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pela hiperglicemia, incluindo a presença de fatores como o TNFα e o NFB podem mediar a 

biosíntese de ET-1 (QUEHENBERGER et al., 2000; MANEA et al., 2010; MANEA et al., 

2013).  

Em nosso estudo, investigamos o papel da glicose e suas relações com a endotelina 1 

via receptor ETA (sensível ao BQ123) nos eventos iniciais da nefropatia diabética. Nossos 

resultados indicam que a hiperglicemia de 15 dias induziu a síntese de endotelina 1 conforme 

esperado. Em seguida, investigamos o papel da Endotelina 1 via receptor ETA nos parâmetros 

metabólicos e na função renal. Para a nossa surpresa, no modelo experimental com 

hiperglicemia por 15 dias, a endotelina 1 não regulou nenhum dos parâmetros avaliados, visto 

que o co-tratamento com BQ123 manteve inalterado os seguintes parâmetros: glicemia, níveis 

de insulina ou frutosamina, ingestão de ração ou água, ganho de peso, peso renal, fluxo 

urinário, excreção de proteínas e manejo renal de Na
+
 e K

+
. 

Em conclusão, nossos resultados demonstram um efeito predominante da hiperglicemia 

na injúria renal nos primeiros estágios da nefropatia diabética. Nessa condição, a Ang II 

sistêmica e/ou intrarrenal atuando via receptor AT1, também já desempenha função 

importante, uma vez que amplia os efeitos da hiperglicemia nos eventos iniciais da nefropatia 

diabética, como a expressão de desmina glomerular, estresse oxidativo e processos 

inflamatórios. A hiperglicemia induziu aumento na síntese de endotelina 1. Porém, nesse 

período, não foi possível observar efeitos da endotelina 1 associados à hiperglicemia na função 

renal. 
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