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RESUMO

Souza, C.S. Influéncia da deficiéncia de vitamina D na evolugdo da nefropatia
diabética. 2023 Tese (Doutorado em Ciéncias, area de concentracdo: Fisiologia) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto,
Séo Paulo, 2023.

A nefropatia diabética (ND) € caracterizada por alteracGes renais que podem ser
exacerbadas pela deficiéncia de vitamina D (VitD). Embora a VitD seja uma importante
ferramenta para o controle glicémico e da presséo arterial, os efeitos da sua deficiéncia
sobre a angiogénese, inflamagdo e fenotipo das células no rim de ratos com diabetes
mellitus tipo 1 (DM1) ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Este estudo avaliou a
influéncia da deficiéncia de vitamina D (VitD) na angiogénese, inflamacéo e no processo
de transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) durante a evolucdo da ND. Ratos Wistar
Hannover foram alimentados com dieta contendo ou ndo VitD iniciadas seis semanas
antes da administracdo de estreptozotocina para indugdo do DM1. Apo6s a inducgdo do
diabetes, os ratos permaneceram por mais 12 e 24 semanas alimentados com as dietas
contendo ou ndo VitD. Ao final da décima segunda e da vigésima quarta semana 0s
animais foram eutanasiados sendo os rins e amostras de sangue e urina coletadas para
estudos de funcdo e estrutura renal. Foram realizadas avaliagdes da pressdo arterial,
glicemia, estrutura e funcao renal, niveis séricos de VitD e PTH, expressao proteica do
receptor de VitD, niveis plasmaticos e urinarios de célcio e fosforo, niveis urinarios e
teciduais de TGF-B1, marcadores da inflamacédo e angiogénese e de proteinas da matriz
extracelular (MEC). Os resultados obtidos mostraram que ratos diabéticos deficientes em
VitD apresentaram aumento das lesdes histologicas e comprometimento da funcéao renal
quando comparado com os ratos diabéticos suficientes VitD. Essas alteracGes estavam
associadas a disfuncdo endotelial, inflamacéo e ao aumento da expressao de marcadores
de TEM induzidos pela deficiéncia de VitD nesses animais com 12 e com 24 semanas
apos a inducéo do diabetes. Portanto, nossos dados sugerem que a deficiéncia de VitD

acelera a progressdo da ND em ratos diabéticos.

Palavras-chave: Inflamacdo, Transicdo Epitélio-Mesenquimal, Disfun¢do Endotelial,
Nefropatia Diabética, Vitamina D.



ABSTRACT

Souza, C.S. Influence of the vitamin D deficiency on the evolution of diabetic
nephropathy. 2023 Thesis of Doctorate in Sciences (area of concentration: Physiology)
— Ribeirao Preto Medical School, University of Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo
2023.

Diabetic nephropathy (DN) is characterized by renal changes that can be exacerbated by
vitamin D (VitD) deficiency. Although VitD is an important factor for glycemic and
blood pressure control, the effects of its deficiency on angiogenesis, inflammation and
cell phenotype in the kidney of rats with type 1 diabetes mellitus (T1DM) are still not
fully known. This study evaluated the influence of vitamin D (VitD) deficiency on
angiogenesis, inflammation and on the epithelial-mesenchymal transition (EMT) process
during the evolution of DN. Wistar Hannover rats fed a VitD-containing diet or VitD-free
diet before administration of streptozotocin for TLDM induction. After the induction of
diabetes, the rats remained for another 12 and 24 weeks fed a VitD-containing or VitD-
free diet. At the end of the twelfth and twenty-fourth week, the animals were euthanized
and the kidneys, blood and urine were collected for studies of renal function and structure.
Blood pressure, glycemia, serum VitD and PTH levels, VitD receptor protein expression,
plasmatic and urinary levels of calcium and phosphorus, urinary and tissue levels of TGF-
B1, inflammation markers, angiogenesis and extracellular matrix (ECM) proteins were
evaluated. Our results showed that diabetic VitD-deficient rats presented an increase in
the structural lesions and impaired renal function when compared to diabetic rats that
received VitD-containing diet. These changes were associated with endothelial
dysfunction, inflammation, as well as too increased expression of EMT markers induced
by VitD deficiency in these animals with 12 and 24 weeks after diabetes induction.
Therefore, our data suggest that VitD deficiency leads to faster progression of DN in

diabetic rats.

Keywords: Inflammation, Epithelial-Mesenchymal Transition, Endothelial Dysfunction,

Diabetic Nephropathy, Vitamin D.
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1. INTRODUCAO

A nefropatia diabética (ND) é uma das complicagdes cronicas mais frequentes e
graves do diabetes mellitus (DM) e considerada uma das principais causas de doenca renal
em estagio terminal (DRT) no mundo (Papadopoulou-Marketou, Chrousos, Kanaka-
Gantenbein, 2017; Fouli, Gnudi, 2019; Furuya F, Ishii T, Kitamura, 2019). A DRT
continua como causa primordial de morbidade e mortalidade prematura em pacientes com
DM tipo 1 (DM1) (Krolewski, 2015; Xu et al., 2020). Funcionalmente, a ND se
caracteriza pela presenca de hiperfiltracdo glomerular e alouminaria (Hu et al., 2019).
Morfologicamente, é caracterizada por hipertrofia glomerular, espessamento das
membranas basais glomerulares e tubulares, expansdo mesangial e fibrose tubulo-
intersticial (Wei et al., 2014; Hu et al., 2019).

A patogénese da ND é complexa e multifatorial e envolve tanto as células
endoteliais quanto epiteliais renais. A desestabilizacdo endotelial, a transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM) e a inflamacdo sdo considerados eventos criticos para o
desenvolvimento e progressdo da ND (Srivastava, Koya, Kanasaki, 2013; Gnudi et al.,
2016; Barutta, Bellini, Gruden, 2022).

A manutencdo da integridade do endotélio renal depende de um equilibrio entre
fatores anti e pro-angiogénicos relacionados entre si (Cas, Gnudi, 2012; Gnudi et al.,
2016). Dentre os fatores pré-angiogénicos, a superexpressdo do VEGF-A (fator de
crescimento endotelial vascular A) foi amplamente relatada como um dos principais
contribuintes da disfuncdo endotelial, desenvolvimento de albumindria, hiperfiltracéo e
alteracOes estruturais renais nos estagios iniciais da ND (Cas, Gnudi, 2012; Fu et al.,
2015; Jeong, Ojha, Lee, 2021; Jiang et al., 2022). O processo de TEM ¢€ caracterizado
pela perda de marcadores celulares com perfis epiteliais e aquisicdo de um fendtipo
mesenguimal (Xu et al., 2020). Estudos demonstraram que a via de sinalizacdo ZEB1/2
(Zinc finger E-box binding homeobox 1/2), dependente ou independente da ativacdo pelo
TGF-B1 (fator de crescimento transformante beta 1) contribui para o aumento da TEM e
fibrogénese em glomérulos (Sene et al., 2014) e no compartimento tubulo-intersticial in
vivo e invitro (Xiong et al., 2012; Wei et al., 2014, Pu, Zhang, Zhou, 2016) em diferentes
modelos de doenca renal. A inflamacédo esta estreitamente ligada a resposta endotelial
(Jourde-Chiche et al., 2019) e ao processo de TEM no rim diabético (Chen et al., 2020).

Durante esses processos sdo liberadas varias citocinas pré-inflamatorias, que além de
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contribuirem para a infiltracdo de células da resposta imune, auxiliam na ativagao
excessiva dessas vias de sinalizagdo por retroalimentacdo positiva podendo levar a
destruicdo do 6rgao (Chen et al., 2020; Caja, Tan, 2020).

As expressdes do VEGF-A e dos co-repressores da transcricdo ZEB1/2 sdo
reguladas epigeneticamente pelo microRNA-200b (miR-200b) (Brabletz, Brabletz, 2010;
Choi et al., 2011). Estudos demonstraram que a regulacdo negativa da expressao do miR-
200b foi associada ao aumento da permeabilidade vascular em células endoteliais de
retina submetidas a alta glicose (McArthur et al., 2011) e em células cardiacas de
camundongos diabéticos (Feng et al., 2016), e relacionada ao aumento da TEM em
diferentes modelos de doenca renal (Sene et al., 2010; Xiong et al., 2012). Além disso,
estudos clinicos e experimentais demonstraram que a deficiéncia de vitamina D (VitD) €
fator de risco importante para a progressao da doenca renal crénica (DRC) associada ou
nédo ao diabetes mellitus (DM) (Joergensen et al., 2011; Forouhi et al., 2012; Rossing et
al., 2015; Song et al., 2013; Thethi et al., 2015).

1.1 Diabetes mellitus tipo 1 e nefropatia diabética

Estudos da Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) demonstraram que o
namero de criancas, adolescentes e adultos que possuem DM1 no mundo é superior a um
milhdo, tendo o Brasil classificado como o terceiro pais com o maior nimero de casos,
possuindo 92.300 pessoas acometidas com essa enfermidade (IDF, Diabetes Atlas 10?
edicdo, 2021). O DM1 é uma doenca cronica caracterizada pela incapacidade do
organismo em produzir insulina (Arneth, Arneth, Shams, 2019) e se desenvolve como
resultado da destruigdo autoimune seletiva das células B-pancredticas, que sdo as células
produtoras de insulina (Pathak et al., 2019). A patogénese do DM1 € considerada
multifatorial e envolve tanto fatores genéticos quanto de riscos ambientais (Haris et al.,
2021).

A hiperglicemia causada pelo diabetes provoca alteracbes macro e
microvasculares (Silva et al., 2019). A ND é considerada uma das complicacfes
microvasculares crénicas mais frequentes e graves do DM1, visto que esta
frequentemente relacionada a progressao para a perda da fungéo renal e consequente risco
de morte prematura nesses pacientes (Tuttle et al., 2014; Papadopoulou-Marketou,
Chrousos, Kanaka-Gantenbein, 2017; Furuya, Ishii, Kitamura, 2019; Ishii et al., 2019). A
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ND pode ser descrita em cinco estagios: estagio 1 ou de hiperfiltracdo, em que ha uma
aumento da taxa de filtracdo glomerular (TFG); estagio 2, em que a TFG retorna a niveis
normais e ha presenca de microalbumindria (albuminuria de 20 a 200 pg/min ou 30 a 300
mg/24h); estagio 3 ou de macroalbuminuria, fase caracterizada por uma excre¢do urinaria
de albumina acima de 300 mg/24h e que geralmente estd associada com hipertensao
arterial; estagio 4 ou de sindrome nefrética, com excrecédo urinaria de albumina acima de
3000 mg/24h; e o estagio 5 ou de faléncia renal, que é a fase em que ha acumulo de
substancias nitrogenadas na circulacdo devido queda brusca da TFG bem como intensa
lesdo do parénquima renal e pode haver ou ndo albumindria (Hakim, Pflueger, 2010;
Tervaert et al., 2010; Krolewski, 2015; Magee et al., 2017; Papadopoulou-Marketou,
Chrousos, Kanaka-Gantenbein, 2017; Keri, Samji, Blumenthal, 2018; Lin et al., 2018).
Caracteristicas morfolégicas como alargamento das alcas dos capilares, hipertrofia
glomerular, espessamento da membrana basal glomerular e acimulo de matriz mesangial
também sdo observadas nos estagios iniciais (Vriese et al., 2001; Maclsaac et al., 2014),

enguanto a glomeruloesclerose e fibrose tabulo-intersticial sdo observadas nos estagios

finais da progressdo da ND (Lucisano et al., 2013; Sun et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas estruturais da progressao da nefropatia diabética. A, glomérulo
e tubulos normais, alcas capilares evidentes (setas laranjas) e células tubulares integras
(estrela vermelha). B, nefropatia diabética estabelecida, deposicdo de matriz extracelular
glomerular e capilares estreitados (setas laranjas) e inicio da deposi¢éo intersticial (estrela
vermelha). C, nefropatia diabética avancada, atrofia glomerular, expansdo mesangial e
reducdo do nimero de algas capilares (setas laranjas), fibrose tubulo-intersticial (estrela
laranja), tubulo atrofiado (estrela vermelha), tibulo necrosado (estrela verde). Adaptado:
Sharma et al., 2000.

A DRC afeta de 5 a 15% da populagcdo mundial (Kaludjerovic et al., 2019), com

mais de 2 milhdes de pacientes em tratamento para a DRT (Furuya, Ishii, Kitamura,
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2019). O aparecimento de doencas 6sseas e cardiovasculares sdo frequentemente vistas
nesses pacientes e estdo associadas principalmente aos disturbios do metabolismo mineral
(Kaludjerovic et al., 2019), que pode ser causado dentre outros fatores pela deficiéncia de
VitD (Holick, 2007).

Ainda néo existe cura para a DRC e apesar das terapias atuais para a ND que
envolvem, essencialmente, o controle glicémico e da pressao arterial, e o bloqueio do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), a prevaléncia de pacientes com essa
enfermidade continua alta e aumenta a cada ano (Checherita et al., 2015; Fu et al., 2015).
Além disso, inimeros ensaios clinicos para desenvolvimento de novas terapias nao
obtiveram sucesso (Fu et al., 2015) o que torna ainda mais importante o entendimento da
complexidade que abrange os primeiros sinais da ND para tentar evitar a progressao para
DRT.

1.2 Influéncia da vitamina D na estrutura e na funcéo renal

O rim tem como funcdo primordial a excrecdo, no entanto, ele é também uma
rica fonte de producdo de moléculas ativas, incluindo a VitD (Hu et al., 2019). A VitD
ativa ou calcitriol ¢ um hormonio lipossoluvel obtido de uma série de etapas de
metabolizacdes a partir de um precursor produzido pela pele ou adquirido na dieta
(Nakashima et al., 2016; Xiao et al, 2016). Nesse sentido, a vitamina D3 ou colecalciferol
proveniente da sintese na pele apds exposicdo solar ou a vitamina D2/D3 oriunda de
fontes alimentares sdo transportadas pela circulacdo ao figado pela proteina de ligacdo a
VitD (VDBP) onde sofrem uma primeira hidroxilagdo formando a 25-hidroxivitamina D
[25(OH)D] ou calcidiol, que é a forma de VitD circulante em maior quantidade no
organismo (Mithal et al., 2009; Jeon, Shin, 2018). A 25(0OH)D liga-se a VDBP formando
o complexo 25(OH)D-DBP e por meio da circulag¢éo sanguinea atinge os rins (Nakashima
et al., 2016). No rim, mais especificamente no tabulo proximal, o complexo 25(OH)D-
DBP é reabsorvido pelo receptor megalina presente na membrana apical das células dessa
porc¢éo tubular e no interior destas é convertido pela acdo da enzima 1a-hidroxilase em
sua forma ativa, a 1a,25-diihidroxivitamina D3 [1a,25(0OH)2Ds] ou calcitriol (Figura 2) e
dai retorna a circulagdo e atua em seus receptores intracelulares (VDR) nos diferentes
orgéos-alvo (Al-Badr, Martin, 2008; Wang et al., 2012, Jeon, Shin, 2018).
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Figura 2. Papel do rim na sintese de 1a,25(OH)2D3 e suas acgdes. la-hidroxilase (1-
hydroxylase). Adaptado: Dusso et al., 2011.

Devido a sua localizacéo celular, os VDRs sao divididos em dois tipos: VDR de
membrana (MVDR) e VDR nuclear (n"VDR) (Andress, 2006). O mVDR exerce as a¢0es
ndo gendmicas da VitD e sua resposta esta relacionada a alteragdes de canais i6nicos
(Andress, 2006). O nVDR exerce os efeitos gendmicos da VitD e para isso, a
10,25(0OH)2D3 liga-se ao VDR citosolico que é fosforilado e por heterodimerizacéo se
liga ao receptor de retinoide-X (RXR) formando o complexo 1a,25(0OH)2D3 -VDR-RXR
que, por sua vez, se transloca para o nucleo e ativa a transcri¢do de genes relacionadas as
acOes da VitD (Jeon, Shin, 2018).

O principal papel fisioldgico da 1a,25(0OH).D3 é o da manutengdo dos niveis
extracelulares dos ions célcio (Ca®) e fésforo (P*) no organismo (Wang et al., 2012). No
entanto, estudos também tem descrito que a VitD é essencial para manutencdo e
integridade das células renais (Dusso et al., 2011; Dusso, Tokumoto, 2011). Isso se deve,
pelo menos em parte as acdes diretas da VitD nesse 6rgéo, pois, foi demonstrado que o
VDR esta presente em praticamente todas as células renais (Wang et al., 2012). Portanto,
o rim além de principal local de ativacdo da VitD é também um importante sitio de acdo
desse horménio (Manucha, Juncos, 2017; Hu et al., 2019), sendo sua deficiéncia
amplamente relatada na DRC (Holick, 2007; Li, 2010). Nesse sentido, estudos
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experimentais demonstraram que a deficiéncia de VitD esté relacionada a piora das lesdes
renais na DRC (Gongalves et al., 2014; Felicio et al., 2016; Braganca et al., 2018; Almeida
etal., 2019; Bernardo et al., 2022) e tem sido considerada como um dos potenciais fatores
de risco ao desenvolvimento e progressdo da ND em pacientes (Felicio et al., 2016;
Nakashima et al., 2016; Xiao et al., 2016; Felicio et al., 2017; Fan et al., 2018). Contudo,
0s mecanismos relacionados com o efeito da sua deficiéncia na progressao da lesdo renal

ndo foram ainda completamente elucidados.

1.3 Transicao epitélio-mesenquimal durante a nefropatia diabética

A fibrose tubulo-intersticial é considerada a consequéncia final de todas as
doencas renais progressivas (Hills, Squires, 2011; Lucisano et al., 2013; Zheng et al.,
2017) e € caracterizada por excesso de fibroblastos e células inflamatérias, destruicdo da
estrutura das células tubulares, acimulo de matriz intersticial e consequente rarefacdo da
microvasculatura peritubular (Zeisberg, Neilson, 2010). A ativacdo dos fibroblastos
tibulo-intersticiais em miofibroblastos, os quais secretam e levam ao acumulo de
proteinas de matriz extracelular (MEC) durante a progressdo da ND, é considerado o
passo primordial da fibrose renal (Fragiadaki, Mason, 2011). O principal processo
relacionado a essa atividade fibrética no rim diabético é denominado de transicéo epitélio-
mesenquimal (TEM) (Srivastava SP, Koya D, Kanasaki, 2013). Quando ativados, 0s
miofibroblastos passam entdo a expressar uma ampla gama de proteinas do citoesqueleto

evidenciando a ocorréncia da TEM (Essawy et al., 1997).

Portanto, a TEM é caracterizada pela repressdao de genes relacionados ao
fendtipo epitelial, como da E-caderina, de proteinas de jungdes apertadas e citoqueratinas,
e inducdo da expressao de genes relacionados ao fenotipo mesenquimal, como da N-
caderina, alfa-actina do musculo liso (a-SMA), desmina e vimentina (Essawy et al., 1997;
Caja, Tan, 2019). Estudos demonstraram que a deficiéncia de VitD contribuiu para o
aumento da deposicdo de proteinas de MEC e alteracdo fenotipica das celulas tubulo-
intersticiais sugerindo aumento da TEM nos rins de ratos em diferentes modelos de DRC
(Goncalves et al., 2014; Braganga et al., 2018; Bernardo et al., 2022). Contudo, pouco se
sabe sobre os mecanismos moleculares pelos quais a deficiéncia de VitD leva ao

desenvolvimento e progressao desse processo durante a fibrose renal.
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As vias de sinalizacdo associadas a TEM na ND incluem as mediadas por
ZEB1/ZEB2 (Xiong et al., 2012; Pu, Zhang, Zhou, 2016). As proteinas ZEB1/ZEB2 s&o
fatores de transcri¢do nuclear, possuem alta similaridade estrutural e varias regides de
ligacdo a cofatores que sdo proteinas com propriedades ativadora ou repressora da
transcricdo génica, porém, ndo possuem um dominio préprio de ligagdo ao DNA
(S&nchez-Tillé et al., 2012) (Figura 3). Nesse sentido, em conjunto com cofatores,
ZEB1/ZEB2 atuam como co-repressores da transcricdo de genes relacionados a
caracteristicas epiteliais enquanto induz a transcri¢do de genes relacionados ao fenétipo
mesenquimal (Tylzanowski, 2001), sendo dessa forma, importantes contribuintes para
ativagéo do processo de TEM.
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Figura 3. Estrutura proteica de ZEB1 e ZEB2. Ambas proteinas ZEB possuem dois
agrupamentos do tipo dedo de zinco (ZFC) nas extremidades N (Nt-ZFC) e C terminal
(Ct-ZFC) que se ligam as regides E-box nas regides reguladoras dos genes-alvo. Mais ao
centro dessas proteinas, encotram-se ainda um dedo de zico extra (0 Mid-ZF) e um
homeodominio (HD), que também auxialiam na ligagdo das proteinas ZEB ao DNA.
Proteinas sinalizadas em verde significam coativadoras, em vermelho correpressores e
em azul outros fatores de transcricdo. Adaptado: Sanchez-Till6 et al., 2012.

O TGF-B é considerado o principal indutor das altera¢fes fibréticas no rim
diabético (Hills, Squires, 2011) e do processo de TEM mediado por ZEB1/ZEB2 (Hua et
al., 2020). Essa citocina pro-fibrética constitui uma familia de fatores de crescimento que
inclui trés isoformas: TGF-B1, TGF-p2 e TGF-B3, sendo o TGF-B1 presente em maior
quantidade no tecido renal (Sabbineni, Verma, Somanath, 2018). A transducdo de sinal
para o ndcleo celular induzida pelo TGF-B1 quando ligado a seus receptores de membrana
do tipo I e Il (TGF-BR1 e TGF-BRII) pode ocorrer por via candnica e/ou ndo candnica
(Yang et al., 2019; Hua et al., 2020). No nucleo, esse sinal induz a transcri¢do de genes
em resposta ao TGF-B1, incluindo de ZEB1/ZEB2 (Hua et al., 2020).
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O TGF-B1 e as proteinas ZEB1/ZEB2 juntamente com microRNAs (miRs) da
familia 200 (miR-200) integram uma rede de sinalizag8o autdcrina que regulam a TEM
(Gregory et al., 2011). MiRs sdo pequenos RNAs nao codificantes que atuam se ligando
nas regides 3°’UTRs (untranslated region) do RNA mensageiro (mMRNA) dos genes-alvo
silenciando a expressdo destes através da inibicdo da tradugdo ou inducdo da sua
degradacdo (Hill, Browne, Tulchinsky, 2012). A familia de miR-200 engloba cinco
membros divididos em dois grupos baseados na semelhanca entre suas sequéncias
génicas: miR-200a e miR-141 que pertencem ao grupo I; e miR-200b, miR-200c e miR-
429 que pertencem ao grupo Il (Gregory et al., 2008; Park et al., 2008; Kato et al., 2011).
Associado a isso, foi demonstrado que ZEB1 possui oito sitios de ligagdo 3' UTR para
miR-200, sendo cinco sitios para integrantes do grupo Il e trés para os do grupo |; e ZEB2
compreende nove sitios de ligacdo 3' UTR para miR-200, com seis sitios para

componentes do grupo Il e trés para os do grupo | (Brabletz, Brabletz, 2010).

Foi demonstrado que a regulacdo negativa dos miRs da familia 200 esta
associada ao aumento da TEM e fibrose renal induzida pelo TGF-B1 via ZEB1/ZEB2 em
cultura de células e em diferentes modelos animais de doenca renal (Xiong et al., 2012;
Sene et al., 2014; Wei et al., 2014; Pu, Zhang, Zhou, 2016; Yang et al., 2019). Estudos
sugerem ainda que a regulacdo da TEM via TGF-B/ZEB/miR-200 envolve uma alca dupla
de retroalimentacdo negativa na qual o TGF-B leva ao aumento da expressdo de
ZEB1/ZEB?2 e estes regulam os miR-200 ou pela perda da represséo do TGF-p pelos miR-
200 (Gregory et al., 2008; Brabletz, Brabletz, 2010; Hill, Browne, Tulchinsky, 2012)
(Figura 4). Contudo, até o momento ndo foram encontrados trabalhos associando a
deficiéncia de VitD e a regulacdo da TEM pela via de sinalizagdo TGF-B1/ZEB/miR-200
durante a progressdo da ND, o que torna ainda mais importante a busca por novos alvos

terapéuticos para tentar retardar a progressao para a DRT.
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Figura 4. Modelo de regulacdo da TEM pela familia miR-200. Os miRs- 200 mantém as
caracteristicas fenotipicas celulares pela repressdo pos-transcricional de ZEB1/ZEB2 e
TGF-B. Quando estimulado pelo TGF-B, as proteinas ZEB1/ZEB2 sdo reguladas
positivamente e regulam negativamente 0s miRs-200. A expresséo reduzida dos miRs-
200 aumenta a sinalizacdo autocrina do TGF- pela perda da sua atividade repressora
sobre esse fator de crescimento. Adaptado: Gregory et al., 2008.

1.4 Angiogénese durante a nefropatia diabética

A angiogénese é um processo de formacdo de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes (Tahergorabi, Khazaei, 2012; Costa, Soares, 2013). Quando
ocorre de forma normal, é controlada por um balango entre fatores pro e anti-
angiogeénicos, contribuindo para a manutencdo e sobrevivéncia das celulas endoteliais
(Jeong et al., 2021). Entretanto, quando a angiogénese € persistente e desordenada leva a
desequilibrios vasculares com consequéncias consideraveis na estrutura e funcéao renal de

pacientes com ND (Nakagawa et al., 2009; Costa, Soares, 2013).

As células primordiais envolvidas no processo de angiogénese sdo as células
endoteliais (Tahergorabi, Khazaei, 2012), as quais tém relevante participacéo na estrutura
da barreira de filtracdo glomerular, atuando como a primeira linha de defesa na restricéo
da passagem de proteinas de alto peso molecular do plasma para urina e em conjunto com
0s poddcitos, membrana basal e células mesangiais na prevencdo da proteindria

(Haraldssona, Nystrom, 2012). Nesse sentido, durante o desenvolvimento e progressao
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da ND a angiogénese descontrolada é caracterizada por concentracGes elevadas (sérica,
urinéria e no tecido renal) dos fatores pré-angiogénicos VEGF-A (forma da familia VEGF
predominantemente encontrada em glomérulos) e Angpt-2 (Lim et al., 2004; Cas, Gnudi,
2012; Petrica et al., 2014; Dworacka et al., 2015; Fu et al., 2015; Jiang et al., 2022).

Em condigdes fisioldgicas o VEGF-A é constitutivamente expresso pelos
poddcitos, que sdo células epiteliais viscerais glomerulares ligadas & membrana basal e
que juntas circundam as células endoteliais (Cas, Gnudi, 2012; Furuya, Ishii, Kitamura et
al., 2019; Ishii et al., 2019; Gil, Hooker, Larrivée, 2021). Ainda sob essas condigdes, a
secrecdo autocrina/paracrina do VEGF-A dos poddcitos para as celulas endoteliais
contribui para a manutencéo e estabilidade estrutural e funcional da barreira de filtragéo
glomerular (Stieger, Worthmann, Schiffer, 2011; Cas, Gnudi, 2012; Ishii et al., 2019;
Jiang et al., 2022) (Figura 5). O VEGF-A promove essas acdes pela interacdo com seus
receptores de membrana para VEGF do tipo | ou tipo Il (VEGFR1/VEGFR2) presentes
majoritariamente nas células endoteliais (Fu et al., 2015; Chen et al., 2020). Entretanto,
estudos demonstraram que em altas concentracdes de glicose, especificamente nos
estagios inicias da ND, ha excesso da secrecdo de VEGF-A pelos poddcitos promovendo
a neovascularizagdo e demais injurias glomerulares (Veron et al., 2011; Wen et al., 2013;
Chen et al., 2020) (Figura 5). Nakagawa et al. (2009) sugerem que o aumento da
albumindria em pacientes diabéticos esta associada com o aumento da permeabilidade
das células endoteliais glomerulares induzidas pelos sistemas VEGF-A/VEGFR1.
Dessapte-Baradez et al. (2014) demonstraram que 0 aumento da expressao de VEGF-A e
a fosforilagcdo do VEGFR?2 contribuem para a angiogénese anormal e alteracdes na fungéo

e estrutura renal em camundongos diabéticos.

O aumento da secrecdo de VEGF-A foi associado também com o aumento da
expressao e atividade da Angpt-2 (Chen et al., 2020; Gil et al., 2021), outro importante
fator de crescimento vascular pré-angiogénico. A Angpt-2 é um ligante para o receptor
de tirosina quinase-2 (Tie-2) e atua principalmente como antagonista da angiopoietina-1
(Angpt-1) que também exerce suas ac¢les via Tie-2 (Yuan et al., 2009). A Angpt-1 é
produzida pelos poddcitos e pericitos e ao se ligar a Tie-2, expresso predominantemente
nas células endoteliais, o fosforila contribuindo para a manutencdo da integridade do
endotélio (Lim et al., 2004). Inversamente, a Angpt-2 produzida tanto por poddcitos

quanto por células tubulares epiteliais, inibe por competigéo a ligacéo entre Angpt-1/Tie-
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2, levando ao aumento da permeabilidade vascular pela diminuicdo da adesdo célula-
célula e em sinergia com o VEGF-A promove a disfuncao endotelial (Yuan et al., 2009;
Chen 2020). A desestabilizacdo endotelial causada pelo aumento das expressdes do
VEGF-A e Angpt-2 contribuiu para a hiperfiltracao e albumindria em pacientes e modelos
experimentais de ND (Fu et al., 2015). Associado a isso, em um estudo realizado
anteriormente no nosso laboratério foi observado que a prole de mées submetidas a
deficiéncia de VitD apresentaram aumento da desestabilizacdo endotelial, causada pelo
desequilibrio entre fatores pré e anti-angiogénicos, com consequentes alteraces da

funcéo e da estrutura renal na vida adulta (Almeida et al., 2019).
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Figura 5. Esquema mostrando expressdo/secrecdo de VEGF-A e Angiopoietinas 1/2 e
seus respectivos alvos glomerulares. Adaptado: Cas, Gnudi, 2012.

Além disso, dos mais de 400 miRs identificados no genoma humano, menos de
10% estdo relacionados com a funcédo das células endoteliais e angiogénese, entre eles
distingue-se 0 miR-200b, o qual tem importante funcdo no controle da TEM via TGF-
B/proteinas ZEB (Sun et al., 2017). O mRNA do VEGF-A também possui um sitio de
ligacdo 3°’UTR para o miR-200b, que contribui para a regulacéo da expresséo desse fator
de crescimento vascular e indiretamente para a angiogénese (Sun et al., 2017). Nesse

sentido, foi demonstrado que a regulacdo negativa do miR-200b estd associada ao
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aumento da expressdo do VEGF-A e permeabilidade endotelial em cultura de células de
retina e em amostras de retina de ratos e pacientes diabéticos (McArthur et al., 2011; Ruiz,
Feng, Chakrabarti, 2015).

Diante disso, é possivel notar que durante a progressao da ND ha uma relacédo
estrita entre as alteracBes das células epiteliais e endoteliais. Contudo, a relagdo entre
essas alteragdes e a deficiéncia de VitD foram pouco estudadas e precisam ser melhor

exploradas.
1.5 Inflamacéo durante a nefropatia diabética

Durante a progressdo da ND, a resposta inflamatoria contribui para o
remodelamento renal e pode ser estimulada por mdltiplos processos, incluindo a
desestabilizacdo endotelial (Akwii et al., 2019; Jeong et al., 2021) e a TEM (Zhang et al.,
2018). No decorrer dos danos epiteliais e endoteliais ha liberacdo de quimiocinas e
citocinas pré-inflamatdrias que favorecem a diapedese, pelo aumento da expressao de
moléculas de adesdo celular, e consequente infiltracdo e proliferacdo de células
inflamatdrias no rim lesado, principalmente, de mondcitos e macréfagos (Barutta, Bellini,
Gruden, 2022; Furuya, Ishii, Kitamura, 2019; Jourde-Chiche et al., 2019). No rim, essas
células secretam citocinas pré-inflamatorias e pro-fibroticas, contribuindo para a
progressao da fibrose glomerular e tabulo-intersticial (Zhang et al., 2018; Barutta, Bellini,
Gruden, 2022).

Bus et al. (2017) demonstraram que 0 aumento da expressdo do VEGF-A estava
associado ao aumento da inflamacdo no DM1. Em estudos clinicos, foi demonstrado que
pacientes com diabetes mellitus 2 (DM2) apresentam altos niveis séricos de VEGF-A
qguando comparados com pacientes ndo-diabéticos e isso estava associado ao aumento da
inflamacéo e alteracBes estruturais e funcionais renais nesses pacientes (Petrica et al.,
2014; Hanefeld et al., 2016). Foi constatado ainda que o aumento da inflamacdo esta
relacionado com aumento do estresse oxidativo e da TEM em cultura de células
submetidas a altas concentracGes de glicose em biopsias de tecido renal de pacientes com
DM2 (Huang et al., 2022). Estudos recentes demonstraram que a inflamacdo estava
associada com aumento da expressdo de marcadores de TEM e fibrose renal em ratos
nefrectomizados (Gongalves et al., 2020) e ratos obesos (Bernardo et al., 2022)
deficientes em VitD. Apesar disso, 0s mecanismos envolvidos na relagdo entre

desestabilizacdo endotelial/ TEM/inflamac&o na deficiéncia de VitD durante a progressao



33

da ND, principalmente, em modelos experimentais de diabetes tipo 1 ainda ndo foram
totalmente esclarecidos.
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2. HIPOTESE

O diabetes € uma das principais causas de DRC no mundo, entretanto, ainda néo
esta claro se a deficiéncia de VitD contribui para o risco aumentado de desenvolvimento,
progressdo e excesso de mortalidade em pacientes com ND e 0s mecanismos que
poderiam estar envolvidos nesse processo. Portanto, nossa hipdtese é de que a deficiéncia
de VitD estabelece um ambiente favoravel a expressdo de moléculas que promovem um
crosstalk entre as células epiteliais e endoteliais renais levando ao aumento dos disturbios

renais causados pelo diabetes tipo 1.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar um modelo de evolucdo da nefropatia diabética na deficiéncia de
vitamina D e diabetes tipo 1 e suas correlagdes com marcadores de alteracGes epiteliais e

endoteliais renais.

3.2 Objetivos especificos

Analisar a influéncia da deficiéncia de VitD durante a evolucdo da nefropatia

diabética em ratos diabéticos sobre:
- Os niveis glicémicos, de paratormonio, célcio, fésforo e na presséo arterial.
- A estrutura e fungéo renal.
- A expressdo génica de ZO-1, fibronectina, ZEB1/2, miR-200a,b,c.

- A expressdo proteica do receptor de VitD, CD34, VEGF-A, VEGFR2,
Angpt1/2, Tie-2, Smad2/3, ZEB2.

- Os niveis teciduais das citocinas pré-inflamatdrias TNF-a e TIL-1p.
- A imunolocalizagdo para desmina, vimentina, a-SMA, JG12, PCNA e ED-1.

- Os niveis teciduais e urinarios de TGF-B1 (principal citocina pro-fibrotica).



Material e Métodos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e Dieta

O protocolo experimental desse estudo foi aprovado pela Comissao de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sao Paulo no dia 29 de abril de 2019 sob o0 nimero de protocolo 002/2019 (Anexo 1).

Foram utilizados 48 ratos Wistar Hannover, pesando entre 180 e 200 g,
provenientes do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto os quais foram
mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina, em sala
com um ciclo de 12 h de claro e 12 h de escuro, temperatura de 22°C, livre de radiagéo
ultravioleta-B (UVB) e umidade controlada em um nimero maximo de quatro animais
por caixa e dgua e racdo ad libitum. Os ratos foram divididos inicialmente em dois grupos
experimentais com 24 ratos/cada e foram tratados com as seguintes dietas: dieta padrédo
(com VitD), ragéo feita de acordo com o protocolo AIN93G, incluindo 1.000.0 UI/Kg de
VitD3 (Reeves e cols, 1993) e dieta livre de VitD3 (VitDD) (Pragsolugdes Biociéncias,
Jau, Sdo Paulo, Brasil), a mesma dieta AIN93G, mas sem VitD3, sendo a falta de VitD a
Unica variavel entre as dietas. Todos 0s nutrientes correspondem as recomendacfes da
AIN93G para roedores e a dieta foi selecionada baseada nos estudos realizados por
Nascimento et al. (2012) e sua composi¢do estad demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdes das dietas.

Nutriente (g/kg) Dieta Padrao (VitD) Dieta sem VitD (VitDD)
Amido de Milho 397.5 397.5
Caseina 200.0 200.0
Amido dextrinado 132.0 132.0
Sacarose 100.0 100.0
Oleo de Soja 70.0 70.0
L-Cisteina 3.00 3.00
Colina 2.50 2.50
Mix Mineral 35.0 35.0
Carbonato de calcio 357.0 357.0
Mix de vitamina 10.0 10.0
Vitamina D3 0.025 0.00
Fibra 50.0 50.0

Seis semanas apos a introducdo das dietas (VitD e VitDD) foi realizada a inducéo

do DM1 pela injecdo Unica intraperitoneal de estreptozotocina (STZ, Sigma Aldrich,
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USA), na dose de 45 mg/kg, diluida em tampao citrato 0,1M, pH 4,5, apds 12 horas de
jejum, enquanto os animais dos grupos controles receberam uma Unica dose
intraperitoneal de tampao citrato 0,1M, pH 4,5. Setenta e duas horas apds a administracao
de STZ foi feita a confirmacdo da inducdo do diabetes pela glicemia capilar de jejum
utilizando um glicosimetro digital. Os animais que apresentaram glicemia de jejum > 250
mg/dL foram considerados diabéticos. Em seguida os ratos foram divididos nos seguintes

grupos experimentais:

Ctrl VitD (n = 10) - ratos alimentados com dieta contendo VitD e sacrificados 12 e 24

semanas apos injecdo Unica de tampdo citrato 0,1M, pH 4,5.

Ctrl VitDD (n = 10) - ratos alimentados com dieta livre de VitD e sacrificados 12 e 24

semanas apos injecdo Unica de tampao citrato 0,1M, pH 4,5.

DM VitD (n = 14) - ratos submetidos ao tratamento com dieta contendo VitD e

sacrificados 12 e 24 semanas ap6s injecdo Unica de STZ na dose de 45 mg/kg.

DM VitDD (n = 14) - ratos alimentados com dieta livre de VitD e sacrificados 12 e 24

semanas apos injecdo Unica de STZ na dose de 45 mg/kg.

Dois ratos de cada grupo ndo ficaram diabéticos e por isso foram excluidos do
projeto. Além disso, um rato do grupo DM VitDD morreu um més antes e um do grupo
DM VitD um dia antes do final do protocolo experimental. A cada quatro semanas 0s
animais foram colocados em gaiolas metabdlicas e tiveram amostras de urina de 24 horas
coletadas para as quantificacdes da albumina, creatinina e volume urinario. Doze e vinte
e quatro semanas apés o fim do protocolo experimental os animais foram eutanasiados e

o material bioldgico coletado (Figura 6).



41

Indu(ao do Diabetes

~

Confirmacao do DM

Restry l(alo de'Vith Restricao de VitD
l
0 [ \
1 2 3 4 20 24 28 32

\ l |

Semanas

Coleta de urina e Coleta de urina e

Coleta de sang“e e eutandsia (12 semanas) eutandsia (24 semanas)

urina (Tempo 0)

VitD VitDD | | | |
n=24 n=24 Ctrl VitD Ctrl VitDD DM VitD DM VitDD
n=5 n=, n==6 n==6 12 semanas

Ctrl VitD Ctrl VitDD DM VitD DM VitDD
n=5 n=>5 n=>5 n=5

24 semanas

Figura 6. Imagem representativa do protocolo experimental. Semanas 0-1, aclimatagao
dos animais; semanas 1-7, animais alimentados com dieta VitD e VitDD; semanas 7-8,
coleta de sangue e urina para estudos de funcédo e avaliagcdo da deficiéncia de VitD nos
animais submetidos a restri¢cdo de VitD, inducdo do diabetes e confirmacdo 72 h apds;
semanas 8-20, animais alimentados com dieta VitD e VitDD e eutanésia dos animais do
protocolo de 12 semanas; semanas 20-32, animais alimentados com dieta VitD e VitDD
e eutanasia dos animais do protocolo de 24 semanas.

4.2 Determinacéo da 25-hidroxivitamina D, glicemia, paratorménio, ions Ca* e P* e
pressao arterial média

A quantificacdo da 25(OH)D foi realizada apds as seis semanas de introducéo
das dietas com ou livre em VitD e 12 e 24 semanas ap06s a inducao do diabetes, pelo teste
direto competitivo baseado no principio de quimioluminescéncia (CLIA) (Liaison®). A
determinacédo de glicose nas amostras de sangue foi realizada semanalmente utilizando
um sistema de monitorizacdo da glicemia (ACCU-CHEK Active, Roche Diabetes Care
GmbH). O hormonio da paratireoide, paratormonio (PTH), foi determinado em amostras
de soro utilizando kit de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de acordo com
as orientacdes do fabricante (Rat Intact PTH ELISA — Quidel, USA). Os ions Ca* e P* no
plasma e urina foram quantificados por método colorimétrico (Kit Labtest Diagndstica
S.A) e as fragGes de excrecdo desses ions foram calculadas. As determinacdes de presséo
arterial foram realizadas mensalmente, de maneira indireta por pletismografia de cauda

(CODA Non-Invasive Blood Pressure system, Kent Scientific Corporation, 2010).
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4.3 Analise da Funcéao Renal

A andlise da creatinina plasmatica e urinéria foi realizada por meétodo
colorimétrico utilizando &cido picrico (Kit Labtest Diagndstica S.A) e a taxa de filtragdo
glomerular (TFG) foi determinada pelo Clearance de Creatinina. A excrecdo de albumina
foi avaliada por eletroimunoensaio em gel de agarose utilizando um anticorpo anti-
albumina de rato (Laurell, 1972).

4.4 Estudos histolégico e morfométrico

Fragmentos de tecido renal foram coletados no momento da eutanasia e imersos
em solugdo de methacarh (60% metanol, 30% cloroférmio e 10% &cido acético) por 24
horas. Apos esse periodo, a solucdo foi substituida por alcool 70%. O tecido renal foi
incluido em parafina e cortes histolégicos de 2 pm de espessura foram corados com Acido
Periodico Metenamina de Prata (PAMS) e Tricromico de Masson (TM) e examinados sob
microscopia de luz. A coloragdo com PAMS foi utilizada para determinag&o da area dos
tufos glomerulares e da drea mesangial fracional de 50 glomérulos em bidpsia de tecido
renal em campos consecutivos (0,267 mm?). A fibrose tibulo-intersticial foi determinada
pela quantificacio da area intersticial relativa em 30 campos (0,267 mm?) consecutivos
do cértex e 20 da medula externa renal em bidpsia de tecido renal coradas com TM. A
analise correspondente as areas dos tufos glomerulares, mesangial fracional e intersticial
relativa foram realizadas por morfometria computadorizada usando o programa ImageJ
1.44p (National Institute of Health, USA). Os resultados correspondentes a éarea
mesangial fracional foi corrigida pela rea total do glomérulo. A area intersticial relativa
foi corrigida pela area total do campo e os resultados expressos como porcentagem de
area marcada para TM (Souza et al., 2019). As imagens foram adquiridas através de
microscopio (Zeiss Axio; Zeiss, Germany) acoplado a cdmera (AxioCam MRc -
AxioVision Release 4.8.3).

4.5 Estudos Imuno-histoquimicos

Fragmentos de tecido renal foram cortados em seccGes de 4 um de espessura e
incubados com o0s seguintes anticorpos: anti-desmina (1:100, Dako, Glostrup,
Dinamarca), anti-vimentina (1:200, Dako, Glostrup, Dinamarca) e anti- a-SMA (1:200,
Dako, Glostrup, Dinamarca) overnight a 4° C, e com anti-PCNA (1:500, Sigma, USA),
anti-ED1 (1:1000, Serotec, EUA) e anti-JG12 (Santa Cruz Biotechnology, USA) por 1



43

hora em temperatura ambiente. Os anticorpos secundarios foram usados de acordo com o
anticorpo primario. A marcagdo para cada anticorpo nos cortes de tecido renal foi
revelada utilizando o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, USA) e
3,3-diaminobenzidina (DAB - Sigma, USA). Os cortes foram contracorados com methyl
green, desidratados e montados. A avaliacdo da imunorreacdo para desmina (em 50
glomérulos), vimentina (em 30 campos corticais) e a-SMA (em 30 campos corticais e 20
campos intersticiais da medula externa) foram realizadas por morfometria computacional
usando o programa ImageJ 1.44p (National Institute of Health, USA), como descrito na
secdo 4.4. Os resultados correspondentes a imunomarcagdo para desmina e JG12
(glomerular) foram corrigidas pela area do tufo glomerular correspondente e para
vimentina e a-SMA pela area total do cdrtex e medula por campo e expressos como
porcentagem (Souzaet al., 2019). Para ED-1 e PCNA (cortical e medular) e JG12 (cortical
e medular), a quantificagdo foi realizada pela contagem do nimero de células positvas

para cada anticorpo e o resultado expresso como média aritmética.
4.6 Estudos por western blotting

Homogenato de tecido renal foi obtido a partir de um tampao de lise (50 mM
Tris—HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1 pg/mL aprotinina, 1
pg/mL leupeptina, 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonila, 1 mM ortovanadato de sddio,
pH 10, 1 mM pirofosfato de sdédio, 25 mM fluoreto de Sédio, 0.001 M EDTA, pH 8)
contendo um coquetel de inibidores de protease (Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO, EUA). As amostras foram incubadas a 4 °C durante 15 min, centrifugadas a 2000g,
e em seguida teve o sobrenadante coletado. As concentracdes de proteina foram
quantificadas usando o método de ensaio de Bradford (Quick Start™ Bradford 1x Dye
Reagent - Bio-Rad) (Almeida et al., 2019). As proteinas foram separadas em gel de
poliacrilamida e transferidas para uma membrana de nitrocelulose overnight a 4 °C. As
membranas foram bloqueadas por 60 minutos com leite desnatado a 5% diluido em TBST
(mistura de Trisbase, NaCl, EDTA/L e Tween-20) e incubadas overnight com os
anticorpos primarios anti-CD34 (1:400, Bioss, EUA), anti-Tie2 (1:200, Santa Cruz
Biotechnology, EUA), anti-Angpt-2 (1:200, Bioss, EUA), anti-VEGF-A (1:500, Santa
Cruz Biotechnology, EUA), anti-VEGFR2 (1:500, Cell Signaling, EUA), anti-ZEB2
(1:200, Santa Cruz Biotechnology, EUA), anti-VDR (1:500, Santa Cruz Biotechnology,
EUA) e anti-Smad2/3 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, EUA) diluidos em solucéo de

TBST e BSA. Para avaliar a equivaléncia do carregamento de proteina e/ou transferéncia,
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as membranas também foram incubadas com um anticorpo monoclonal anti-GAPDH
(1:1000, Cell Signaling). Por fim as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo
policlonal anti-rabbit IgG (1:5000, Dako, Dinamarca) ou anti-mouse 1gG (1:5000, Dako,
Dinamarca) conjugado a peroxidase por uma hora em temperatura ambiente. Os
anticorpos ligados & membrana foram detectados usando o substrato quimioluminescente
Supersignal West Pico (Pierce Chemical, Rockford, IL, EUA). As intensidades das
bandas foram visualizadas por um sistema de imagem (Kodak Gel Logic 2200, EUA) e
quantificadas por densitometria usando o software ImageJ 1.44p (National Institute of

Health, EUA) e os resultados apresentados em unidades arbitrarias.
4.7 AvaliagOes por ELISA

Ensaio de ELISA foram realizados para a quantificacdo dos niveis teciduais das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e IL-1p (interleucina-1
beta) (R&D Systems, EUA) e niveis teciduais e urinarios de TGF-p1 (PROMEGA, EUA).
Para realizagdo dos ensaios foram utilizados lisados de tecido renal (como descrito na
secdo 5.6) e urina da bexiga (coletada no momento da eutanasia, tratada com PMSF e

estocada a -70 °C até o momento do uso) (Faleiros et al., 2017).
4.8 Estudos de expressao génica

Os estudos de expressdo génica foram realizados conforme descrito por Sene et
al. (2014). Resumidamente, o0 RNA total do tecido renal de todos os grupos (n = 5/cada)
foi extraido usando o reagente Trizol (Invitrogen, EUA) de acordo com as orientacdes do
fabricante e a quantidade foi determinada usando o espectrofotometro Agilent Epoch
Microplate (BioTek Instruments, EUA). As transcricbes reversas (RT) de ZO-1,
fibronectina, ZEB1/2 e miR-200a/b/c foram realizados usando o kit High Capacity RNA-
to-cDNA Master Mix (Life Technologies, EUA) e 0 TagMan® microRNA RT combined
With Stem-loop RT Primers (Life Technologies, EUA) de acordo com as instrugdes
especificadas pelo fabricante, respectivamente. A reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (RTg-PCR) foi utilizada para analise da expressdao do RNA
mensageiro (MRNA) de ZO-1, fibronectina, ZEB1/2, e dos miR-200a/b/c. Para realizagao
da RTg-PCR para ZO-1, fibronectina, ZEB1/2 foi utilizando o método SYBR green®
Master Mix (Merck, Alemanha) e para os miR-200a/b/c foi usado o método TagMan®
MicroRNA Assay (Life Technologies, EUA). O programa StepOne™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystem, EUA) foi usado para realizacdo das reacdes de RTg-PCR.
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As expressoes diferenciais dos mRNA para ZO-1, fibronectina, ZEB1/2 e dos miR-
200a/b/c foram realizadas comparando os grupos DM VitD e DM VitDD e seus
respectivos grupos controles. A normalizacdo da expressdo do mRNA para ZO-1,
fibronectina, ZEB1/2 foi realizada utilizando o GAPDH e para os miR-200a/b/c por
pequenos RNAs nucleares (genes de referéncia U6 e U87). A expressdo génica relativa
foi avaliada por quantificagdo comparativa usando o software StepOne™ v2.1 (Applied
Biosystem, EUA) e pelo método 24T, Todas as sequéncias de primers utilizadas foram

descritas inicialmente em Sene et al (2014).
4.9 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade da distribuicdo
Kolmogorov-Smirnov. Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos
a analise de variancia One-Way seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Newman
Keuls. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal foram submetidos ao teste
ndo-paramétrico Kruskal-Wallis seguido por comparac6es multiplas pelo teste de Dunn.
O Teste t de Student foi utilizado para analisar as variancias entre as médias nos diferentes
tempos dentro do mesmo grupo. Os dados foram expressos como médiatdesvio padrdo
(DP) ou como mediana e percentis (25-75%). O nivel de significancia adotado foi de
p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Graph Pad Prism
versdo 7.0 para Windows (Graph Pad Software, La Jolla, EUA).



Resultados
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5. RESULTADOS
5.1 Caracterizagdo do modelo experimental

A 25(0OH)D é a forma circulante da VitD em maior quantidade no organismo
(Joergensen et al., 2011; Mithal et al., 2009) e por isso foi utilizada como marcador das
concentragbes sericas desse hormdnio em nosso estudo. Assim, nossos dados
demonstraram que os ratos tratados com dieta VitDD estavam deficientes deste hormonio
no Tempo 0 do protocolo experimental que corresponde ao momento antes da inducéo do
diabetes e permaneceram deficientes até 12 e 24 semanas ap0s a inducdo do diabetes ou
administracdo de veiculo nos animais diabéticos e controles alimentados com dieta livre
de VitD (p < 0,0001) (Figura 7).
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Figura 7. Niveis Séricos de 25-Hidroxivitamina D de ratos controles
(Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou ndo
(VitD) antes da inducdo do diabetes ou injecao de veiculo (Tempo
0) e eutanasiados 12 e 24 semanas apds a inducdo do diabetes ou
injecdo de veiculo. "versus Ctrl VitD, “versus DM VitD; n = 5/cada.

A glicemia descontrolada € o principal fator contribuinte para as alteracGes
macro e microvasculares que ocorre em pacientes com diabetes (Polat et al, 2016). Por
isso, em nosso estudo a glicemia dos ratos diabéticos foi mantida entre 300 a 350 mg/dL
(p < 0,0001) (Figura 8) para simular a faixa glicémica descompensada observada em

pacientes diabéticos.
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Figura 8. Glicemia de jejum a cada 4 semanas ao longo de todo o
protocolo experimental de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM)
deficientes em vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD). “versus Ctrl
VitD, fversus Ctrl VitDD; n = 5/cada.

Aumento dos niveis séricos de PTH e consequente alteracGes nas concentracdes
séricas dos ions Ca* e P* sdo caracteristicas observadas na deficiéncia de VitD
(Makitaipale et al., 2020). No entanto, nossos dados mostraram que ndo houve diferenca
na concentracdo sérica de PTH e dos niveis plasmaticos de Ca™ e P* entre 0s grupos
experimentais no nosso estudo (p > 0,05) (Figura 9A, B, C).
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Figura 9. A, Niveis séricos de paratormonio (PTH); B e C, niveis plasmaticos dos fons Ca* e
P*, respectivamente, de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina
D (VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas ap0s a indugéo do diabetes ou da
injecdo de veiculo. n = 5/cada.
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Do ponto de vista hemodinamico, a PAM é a que melhor representa os valores
de presséo arterial sistémica pois, reflete a pressdo de ejecdo ventricular e a resisténcia
vascular periférica (Aziz et al, 2019). Nossos dados demonstraram que ndo houve
alteracdo da presséo arterial média entre os grupos experimentais durante todo o protocolo

experimental (Figura 10).
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Figura 10. Pressdo Arterial Média (PAM) a cada 4 semanas ao longo de todo o protocolo
experimental de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D
(VitDD) ou ndo (VitD). n = 5/cada.

A VitD em sua forma ativa exerce suas func@es classicas e ndo classicas por
meio da ligacdo ao seu receptor membranar ou nuclear (Dusso et al, 2011). Nossos dados
de caracterizacdo demonstraram que tanto 0s ratos controles quanto os diabéticos
alimentados com dieta livre de VitD apresentaram reducdo significativa da expresséo do
VDR com 24 semanas apds injecdo de veiculo ou inducdo do diabetes, respectivamente
(p =0,004) (Figura 11).
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Figura 11. Expresséo proteica do receptor da VitD (VDR) de ratos
controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D
(VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas ap0s a
inducdo do diabetes ou injecdo de veiculo. “versus Ctrl VitD,
fversus Ctrl VitDD, *versus DM VitD, *versus DM VitDD de 12
semanas; n = 5/cada.

5.2 Influéncia da deficiéncia de VitD na funcéo renal durante a progressdo da ND

Nossos dados mostraram que 12 semanas ap6s a inducdo do diabetes os ratos
dos grupos DM VitD e DM VitDD apresentaram aumento da TFG (p = 0,01) (Figura
12A). Vinte e quatro semanas apés a inducdo do diabetes a TFG permaneceu aumentada
no grupo DM VitDD quando comparado ao grupo DM VitD (p = 0,004) (Figura 12A).
Nossos dados demonstraram também aumento progressivo da excrecdo urinaria de
albumina nos animais de ambos os grupos diabéticos quando comparado com seus
respectivos controles (p < 0,05) (Figura 12B). Foi demonstrado ainda que 12 e 24 semanas
apos a inducdo do diabetes houve aumento da FEca+ (p < 0,0001; p < 0,0001;
respectivamente) e FEp+ (p = 0,002; p < 0,0001; respectivamente) nos ratos do grupo DM
VitDD quando comparado com os grupos Ctrl VitDD e DM VitD (Figura 12C, D).
Portanto, nossos resultados de funcgdo renal sugerem que os animais diabéticos estdo ainda
nos estagios iniciais da ND, visto que, estas sdo caracteristicas observadas nessa fase da
doenca e a deficiéncia de VitD contribuiu para o surgimento mais precoce dessas

alteracdes.
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Figura 12. A, Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG); B, Albumindria; C, Fracdo de
excrecdo de calcio (FECa"); D, Fracdo de excrecdo de fosforo (FEP™) de ratos controles
(Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados
12 e 24 semanas apés a inducdo do diabetes ou injecdo de veiculo. “versus Ctrl VitD,
fversus Ctrl VitDD, *versus DM VitD, *versus DM VitDD de 12 semanas; n = 5/cada.

5.3 Influéncia da deficiéncia de VitD na estrutura renal durante a progressdo da ND

Os resultados dos estudos morfométricos demonstraram aumento das areas do
tufo glomerular, mesangial e intersticial relativa cortical e medular nos animais dos
grupos diabeticos 24 semanas apods inducdo do diabetes quando comparado com seus
respectivos controles (p < 0,05) (Tabela 2, Figura 13 e 14). Contudo, os aumentos das
areas do tufo glomerular e mesangial foram mais evidentes nos ratos do grupo DM VitDD
quando comparado com o0s animais do grupo DM VitD (p < 0,0001; p = 0,0005;
respectivamente) (Tabela 2, Figura 13). Os ratos do grupo DM VitDD com 24 semanas

apresentaram ainda aumento significativo dessas alteragdes quando comparados com 0s
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animais DM VitDD eutanasiados 12 semanas apés a inducdo do diabetes (p < 0,05)
(Tabela 2, Figura 13).

Os aumentos das areas intersticiais relativas corticais e medulares foram maiores
nos ratos do grupo DM VitDD quando comparados com os observados nos animais do
grupo DM VitD (p = 0,0005; p = 0,0002; respectivamente) (Tabela 1, Figura 14). Os ratos
do grupo DM VitDD com 24 semanas apresentaram ainda aumento significativo dessas
alteracdes quando comparados com os animais DM VitDD eutanasiados com 12 semanas
apos a inducdo do diabetes (p < 0,05) (Tabela 2, Figura 14). Néo foi observada diferenca
estatistica dessas alteracdes de estrutura renal 12 semanas apds a inducdo do diabetes
entre 0s grupos experimentais (p > 0,05) (Tabela 2, Figura 13 e 14).

Tomados em conjunto, nossos dados de estrutura renal corroboram o fato de os
animais diabéticos ainda estarem nos estagios iniciais da ND, uma vez que, essa fase
também é caracterizada por hipertrofia glomerular, expansdo mesangial e inicio da fibrose
tubulo-intersticial e que a deficiéncia de VitD acelera o desenvolvimento e progressao

das lesdes renais nesses animais.
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Tabela 2. Dados da histologia renal de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD)
ou ndo (VitD).

GRUPO
Variavel Ctrl VitD Ctrl VitDD DM VitD DM VitDD
Area do tufo glomerular (um?)
12 semanas 5097 £ 407 5577 £ 724 5764 + 243 5965 * 446
24 semanas 5799 + 49 5648 + 219 6550 + 193" 7148 + 3917
Area mesangial fracional
12 semanas 0,06 + 0,03 0,07 £ 0,02 0,07 £ 0,03 0.08 £0.01
24 semanas 0,1+0,02 0,1+0,01 0,13 +0,03" 0,18 + 0,02+
Area intersticial relativa (%)
Cortex
12 semanas 0,0(0,0;0,6) 0,0(0,0;0,8) 0,4(0,2;0,8) 0,4(0,0;1,2)
24 semanas 1,2+0,5 16+15 3,7+272* 11,1 £ 5,8
Medula
12 semanas 0,0(0.0;0.5) 0.0(0.0;0.8) 0.6(0.1;0.8) 0.6(0.0;1.4)
24 semanas 3,3+0.9 32+17 8,6 + 2,9* 14,1 + 541

Os dados sdo apresentados como média+DP e em mediana (percentis 25 e 75), n=5/cada. “versus Ctrl VitD; fversus
Ctrl VitDD; *versus DM VitD; #versus seu respectivo grupo de 12 semanas.
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Ctrl VitD Ctrl VitDD DM VitD DM VitDD
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PAMS (24 semanas)

Figura 13. Fotomicrografias representativas do cortex renal corado com Acido Periddico Metanamina de Prata (PAMS) de ratos controles (Ctrl)
e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas ap0s a inducdo do diabetes ou injecdo de
veiculo. Aumento 400x.
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Figura 14. Fotomicrografias representativas do cortex e medula renal corad
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rins de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12
e 24 semanas apoés a inducdo do diabetes ou injecdo de veiculo. Aumento 400x.

5.4 Influéncia da deficiéncia de VitD na transicdo epitélio-mesenquimal durante a

progressdo da ND

A fibrose ¢ considerada a via final comum para todas as doencas renais cronicas
e 0 processo de TEM um dos principais responsaveis pelo acimulo de proteinas de MEC

no rim fibrético (Zheng et al., 2017).

Diante disso, nossos dados demonstraram altera¢fes da expressdo de marcadores
de TEM nas diferentes células renais no grupo DM VitDD, observada pelo aumento da
marcacdo para desmina (marcador de lesdo de poddcitos) nos animais com 24 semanas

(p = 0,004) (Figura 15A, B), vimentina (marcador de lesdo das células tubulares) nos
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animais com 12 e 24 semanas (p = 0,001; p = 0,002; respectivamente) (Figura 16A, B),
para a-SMA (marcador de miofibroblasto intersticial) cortical nos animais com 12 e 24
semanas (p = 0,002; p = 0,004; respectivamente) (Figura 17A, B) e de a-SMA na regido
medular nos animais com 24 semanas (p = 0,03) (Figura 18A, B) apds a inducdo do
diabetes quando comparados com os dos grupos Ctrl VitDD e DM VitD. Foi demonstrado
ainda que o aumento da expressdo para a-SMA cortical e medular foi progressivo nos
animais do grupo VitDD (p < 0,05) (Figura 17 e 18), sugerindo que a deficiéncia de VitD

leva a uma maior propensdo para o desenvolvimento e progressdo da fibrose em ratos

diabéticos.
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Figura 15. (A) Quantificacdo da area marcada e (B) imunolocalizacdo para desmlna em ratos controles (Ctrl) e dlabetlcos (DM), deficientes em
vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas ap6s a inducéo do diabetes ou injecdo de veiculo. fversus Ctrl VitDD; *versus
DM VitD; #versus seu respectivo grupo de 12 semanas; n = 5/cada. Aumento 400x.



Vimentina (%)

=
o1
1

=
o
]

o
ol
L

o
o

I—~x~++

Ctrl VitD Ctrl VitDD DM VitD DM VitDD
12 semanas

Vimentina (%)

58

;
T

T =

CtrlvitD CtrlVitbD DM VitD DM VitbD

24 semanas



59

Ctrl VitDD

Vimentina (24 semanas)

Figura 16. (A) Quantificagdo da area marcada e (B) imunolocalizacdo para vimentina e para esse anticorpo em ratos controles (Ctrl) e diabéticos
(DM), deficientes em vitamina D (VitDD) eutanasiados 12 e 24 semanas apés a inducdo do diabetes ou injecdo de veiculo. *versus Ctrl VitD;
fversus Ctrl VitDD; *versus DM VitD; n = 5/cada. Aumento 400x.
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0-SMA (12 semanas)

0-SMA (24 semanas)

Figura 17. (A) Quantificacdo da area marcada e (B) imunolocalizacdo no cortex renal para o-SMA em ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM),
deficientes em vitamina D (VitDD) eutanasiados 12 e 24 semanas ap0s a inducio do diabetes ou injecdo de veiculo. fversus Ctrl VitDD; *versus

DM VitD; #versus seu respectivo grupo de 12 semanas; n = 5/cada. Aumento 400x.
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Figura 18. (A) Quantificacdo da area marcada e (B) imunolocalizagdo para a-SMA em ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) e diabéticos
deficientes em vitamina D (VitDD) eutanasiados 24 semanas ap6s a inducio do diabetes ou injecdo de veiculo. fversus Ctrl VitDD; *versus DM
VitD; #versus seu respectivo grupo de 12 semanas; n = 5/cada. Aumento 400x.
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Associado ao aumento da expressao tecidual desses marcadores de TEM, nossos
dados demonstraram tendéncia de reducdo da expressao génica de ZO-1 (uma importante
proteina do diafragma slit), ao passo que houve tendéncia de aumento da expressao génica
de fibronectina (considerada a primeira proteina de MEC a ser depositada no rim
fibrético) nos rins dos animais grupo DM VitDD quando comparado com os grupos Ctrl
VitDD e DM VitD (p > 0,05) (Figura 19A, B).

6 1 . 2.0
-~ ©
«©
2 2
= [ S 1.54 |
2, 2 —
o lg
uT [%]
@ @ 1.0
o S
S

o

> —
x 2= q><J I
2 ~ 0.5+
] =
(@) (@) —

0 T —T —T T : ™ T T -

Ctrl VitD Ctrl VitDD DM VitD DM VitDD Ctrl VitD Ctrl VitbD DM VitDh DM VitDD
12 semanas 24 semanas

N
]
[N
o
]

T

[ee]
L

w
1

;

H = =

Ctrl VitD CtrlVitDD DM VitD DM VitDD
12 semanas 24 semanas

»
1

IN
1

[y
L

N
L

=N —H— g

CtrlVitD CtrlVitDD DM VitDh DM VitDD

o

o

Fibronectina (expressdo relativa)
N
1

Fibronectina (expressao relativa)

Figura 19. A e B, expressédo relativa do mRNA para zona occludens 1 (ZO-1); C e D,
expressao relativa do mRNA para fibronectina; de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM)
deficientes em vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD), eutanasiados 12 e 24 semanas ap0s a
indugdo do diabetes ou injecdo de veiculo. n = 5/cada.

Considerando que nossos dados demonstraram evidente processo de TEM nos
grupos dos animais diabéticos, sendo essas altera¢des mais intensas no grupo DM VitDD,
avaliamos também a participacdo da via de sinalizacdo ZEB1/ZEB2 nesse processo.
Nossos dados demonstraram aumento significativo da expressdo génica de ZEB1 no

grupo DM VitDD com 12 e 24 semanas (p = 0,01; p < 0,0001; respectivamente) apds a
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inducdo do diabetes quando comparado com os grupos Ctrl VitDD e DM VitD (Figura
20A). Embora ndo tenhamos observado aumento da expressdo génica de ZEB2entre os
grupos experimentais e nos diferentes tempos (p > 0,05), nossos dados mostraram
aumento da expressdo proteica desse marcador no grupo DM VitDD com 24 semanas

apos a indugdo do diabetes quando comparados com os grupos Ctrl VitDD e DM VitD (p
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Figura 20. A, expresséo relativa do mRNA para ZEB1; B, expresséo relativa do mRNA

para ZEB2; de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D
(VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas apés a indugdo do diabetes ou
injecéo de veiculo. fversus Ctrl VitDD; *versus DM VitD; n = 5/cada.
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Figura 21. Imagem representativa e quantificacdo da expressdo
proteica de ZEB2. O resultado é expresso como razdo densitométrica
entre ZEB2 e GAPDH. fversus Ctrl VitDD; *versus DM VitD; n =
5/cada.

ZEB1/ZEB2 sdo regulados epigeneticamente pela familia de miR-200. As
analises dos nossos dados demonstraram que houve significativa regulacdo negativa da
expressao do miR-200b no grupo DM VitDD com 12 semanas (p = 0,0002) e tendéncia
de reducdo com 24 semanas (p > 0,05) apds a inducdo do diabetes quando comparado
com os grupos Ctrl VitDD e DM VitD (Figura 22B). N&o houve diferenga estatistica da
expressdo do miR-200a e miR-200c entre os grupos experimentais (p > 0,05) (Figura
22A, C).
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Figura 22. A, expressdo relativa do mRNA para miR-200a; B, expressdo relativa do
MRNA para miR-200b; C, expressdo relativa do mRNA para miR-200c; de ratos
controles (Ctrl) e diabéticos (DM), deficientes em vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD)
eutanasiados 12 e 24 semanas apos a inducédo do diabetes ou injecéo de veiculo. fversus
Ctrl VitDD; *versus DM VitD; n = 5/cada.

O TGF-p1 é considerado o principal indutor do processo de TEM via
ZEB1/ZEB2 de forma dependente ou independente das proteinas Smads (Caja, Tan,
2019). Nossos dados demonstraram aumento significativo dos niveis teciduais de TGF-
B1 no grupo DM VitDD com 12 e 24 semanas apds a indugdo do diabetes quando
comparado com o grupo Ctrl VitD (p < 0,004; p = 0,01; respectivamente) (Figura 23A,
B). Nossos dados demonstraram ainda aumento significativo da excrecdo urinaria de
TGF-B1 nos ratos dos grupos DM VitD e DM VitDD com 12 e 24 semanas quando
comparado com seus respectivos grupos controles (p = 0,0002; p = 0,002,
respectivamente) (Figura 23C, D). Foi observado que a excrecao urinaria de TGF-B1 foi
significativamente maior no grupo DM VitDD quando comparado com o grupo DM VitD
com 12 semanas apo6s a inducao do diabetes (p = 0,0002) (Figura 23C). Além disso, ndo
foi demonstrado diferenca estatistica da expressao proteica de Smad2/3 entre 0s grupos
experimentais tanto com 12 quanto com 24 semanas apos a inducao do diabetes (p > 0,05;
p > 0,05; respectivamente) (Figura 24).
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Figura 23. A e B, niveis teciduais de TGF-p1corrigida pela concentragéo total de proteina
do lisado de tecido renal; C e D, niveis urindrios de TGF-Blcorrigido pelos niveis
urinarios de creatinina; de ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em
vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas ap6s a inducéo do
diabetes ou injecdo de veiculo. “versus Ctrl VitD; fversus Ctrl VitDD; fversus DM VitD;

n = 5/cada.
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Figura 24. Imagem representativa e quantificacdo da
expressdo proteica de Smad2/3. O resultado é expresso como
razdo densitométrica entre Smad2/3 e GAPDH. n = 5/cada.

Quando agrupados, nossos dados de TEM mostram que a deficiéncia de VitD
levou ao aumento dos niveis teciduais e da excre¢do urinaria de TGF-B1 e a regulacdo
negativa do miR-200b nos animais diabéticos ja& com 12 semanas ap06s a inducgdo do
diabetes e isso provavelmente contribuiu para o aumento da expressao génica de ZEB1 e
ZEB2 e consequente aumento das expressdes de desmina, vimentina e a-SMA observadas

em nosso estudo.

5.5 Influéncia da deficiéncia de VitD nas células endoteliais e inflamacdo durante a

progressdo da Nefropatia Diabética

Por muito tempo a ND néo foi considerada como uma doencga inflamatéria, no
entanto, estudos recentes tém mostrado que o recrutamento de células imunes e o
consequente aumento da inflamacéo estdo envolvidos no desenvolvimento e progresséo
da ND e isso se deve muito em parte a disfuncdo endotelial e ao processo de TEM
(Vietinghoff et al., 2011; Seo et al., 2015). Nesse sentido, nossos achados demonstraram
aumento da inflamacdo cortical e medular, evidenciado pelo aumento do ndmero de
ceélulas ED-1 positivas (marcador de monocitos e macrofagos) no grupo DM VitDD com
24 semanas apos a inducdo do diabetes comparado aos grupos Ctrl VitDD e DM VitD (p
= 0,002; p = 0,004; respectivamente) (Figura 25A, B). Além disso, nossos achados



ED-1glomerular (n°de células)

2.0

1.5

1.0

0.54

0.0

69

mostraram aumento dos niveis teciduais de TNF-o (principal citocina pro-inflamatoria)
nos grupos DM VitD e DM VitDD com 12 e 24 semanas apos a indugdo do diabetes
quando comparado com seus respectivos grupos controles (p < 0,0001; p = 0,001,
respectivamente) (Figura 26A). Entretanto, com 12 semanas, 0s niveis de TNF-a foi
maior no grupo DM VitDD em relag&o ao grupo DM VitD (p < 0,0001) (Figura 26A). O
grupo DM VitDD apresentou ainda niveis teciduais aumentado de IL-1 com 24 semanas
apos a inducao do diabetes quando comparado com o grupo Ctrl VitDD (p = 0,03) (Figura
26B).
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Figura 26. (A) niveis teciduais de TNF-a e (B) niveis teciduais de IL-1pB, corrigido pela
concentracdo total de proteina do lisado de tecido renal de ratos controles (Ctrl) e
diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12 e 24
semanas apos a inducéo do diabetes ou injecdo de veiculo. fversus Ctrl VitDD; *versus
DM VitD; n = 5/cada.

Associado a inflamagdo, foi demonstrado aumento da proliferagdo celular
(determinada pelo nimero de células PCNA positivas) glomerular, cortical e medular no
grupo DM VitDD com 24 semanas apés a inducdo do diabetes quando comparado aos
grupos Ctrl VitDD e DM VitD (p = 0,001; p = 0,03; p = 0,01; respectivamente) (Figura
27A, B).
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Ctrl VitD Ctrl VitDD
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Figura 27. (A) Quantificagéd exressa como ndmero (n°) de céIiJIas marcadas e (B) imunolocalizagdo glomerular e cortical péra células PCNA
positivas em ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas apos a
induc&o do diabetes ou injecéo de veiculo. fversus Ctrl VitDD; *versus DM VitD; n = 5/cada. Aumento 400x.
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Anaélises por imuno-histoquimica evidenciaram também reducdo significativa do
namero de células positivas para JG12 (marcador de capilares endoteliais e peritubulares)
no cortex e na medula renal, evidenciando um menor numero de vasos nessa regiao nos
rins dos animais do grupo DM VitDD 24 semanas ap0s a inducéo do diabetes em relacao
aos animais dos grupos Ctrl VitDD e DM VitD (p = 0,01) (Figura 28).
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Figura 28. (A) Quantificacdo expressa como porcentagem da area marcada para JG12 (glomérulo) e nimero (n°) de células JG12 positivas (cortex
e medula) e (B) imunolocalizagdo glomerular e cortical para células JG12 positivas em ratos controles (Ctrl) e diabéticos (DM) deficientes em
vitamina D (VitDD) ou ndo (VitD) eutanasiados 12 e 24 semanas apds a inducéo do diabetes ou injecdo de veiculo. *versus Ctrl VitD; fversus Ctrl
VitDD; versus DM VitD; n = 5/cada. Aumento 400x.




75

Com 24 semanas ap6s inducdo do diabetes houve redugdo significativa da
expressdo proteica de CD34 (marcador endotelial) no cdrtex renal dos animais do grupo
DM VitDD quando comparado com seu respectivo grupo de 12 semanas (p < 0,05)
(Figura 29A, B). Foi demonstrado também aumento da expressao proteica do VEGF-A
nos animais dos grupos DM VitD e DM VitDD com 12 semanas ap6s a inducdo do
diabetes quando comparado aos seus respectivos grupos controles (p = 0,004) (Figura
29A, E). Vinte e quatro semanas apos a inducdo do diabetes a expressao proteica para o
VEGF-A permaneceu aumentada no grupo DM VitDD quando comparado com 0s
animais dos grupos Ctrl VitD e DM VitD (p = 0,001) (Figura 29A, E). Portanto, esses
dados mostram que a deficiéncia de VitD provocou uma disfuncdo endotelial que pode
ter contribuido para o aumento da inflamacdo observado em nosso estudo. Néo foi
observada diferenca estatistica para Tie-2, Angpt-2 e VEGFR2 entre 0s grupos
experimentais (p > 0,05) (Figura 29A, C, D, F).
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Figura 29. A, Imagem representativa dos resultados obtidos da expressdo proteica de CD34, Tie-2,
Angiopoietina-2, VEGFA e VEGFR2. B, C, D, E, F representa a razdo densitométrica entre CD34, Tie-2,
Angiopoietina-2, VEGFA e VEGFR2 e GAPDH (respectivamente). “versus Ctrl VitDD; fversus Ctrl
VitDD; #versus DM VitD; n = 5/cada.
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6. DISCUSSAO

Este estudo avaliou a influéncia da deficiéncia de VitD na progressao da lesdo
renal em ratos com diabetes tipo 1 e a participacdo da TEM e da desestabilizacdo
endotelial nesse processo. Nossos resultados demonstraram que os ratos diabéticos
deficientes em VitD apresentam aumento das alteracfes estruturais renais, declinio da
funcdo renal, desestabilizacdo endotelial, aumento da inflamacéo e da expressdo dos
marcadores de transdiferenciacdo nas diferentes células renais em comparagéo com ratos
diabéticos suficientes em VitD. Essas alteragdes foram evidenciadas pelo aumento da
expressdo de desmina, vimentina e a-SMA nos diferentes compartimentos renais nos
ratos do grupo DM VitDD. Associado a isso, foi notado aumento da infiltracdo de células
inflamatdrias, proliferacdo celular e reducdo do numero de capilares peritubulares,
evidenciado pela expressdo tecidual de células ED-1, PCNA e JG12 positivas,
respectivamente. O aumento da expressao desses marcadores, estd associado ao aumento
dos niveis teciduais de TNF-a, IL-1 B, teciduais e urinarios do TGF-B1, expressdo génica
do ZEB1, expressao proteica do VEGF-A e ZEB2, e regulacdo negativa do miR-200b
observados em nosso estudo e de forma mais evidente nos ratos diabéticos deficientes em
VitD.

A presenca da deficiéncia de VitD nos ratos alimentados com dieta livre de VitD
foi demonstrada pelos baixos niveis séricos de 25(OH)D nos ratos dos grupos Ctrl VitDD
e DM VitDD. A 25(OH)D tem um tempo de meia vida mais longo, cerca de 3 semanas,
e é aforma da VitD em maior quantidade no organismo, por isso € considerada a molécula
mais sensivel para analise dos niveis circulantes desse horménio no organismo (Xiao et
al., 2016). Além disso, geralmente, na deficiéncia de VitD sdo observados niveis séricos
aumentados de PTH o que estimula a producdo compensatoria de VitD pelas células do
tibulo proximal renal, podendo levar uma quantificacdo inadequada dos niveis de VitD
(Makitaipale et al., 2020). Altos niveis de PTH estimulam ainda o aumento da
concentracdo sérica de Ca" (por em associacdo com a VitD aumentar a reabsorcao
intestinal desse ion) e diminuicdo de P no organismo (neste caso por aumentar
diretamente a excrecdo renal deste ion) (Lam et al., 2015; Makitaipale et al., 2020).
Apesar dos baixos niveis de VitD nos ratos dos grupos Ctrl VitDD e DM VitDD, nédo
foram observadas diferencas entre os niveis de PTH sérico, Ca* e P* plasmatico entre os

grupos experimentais em nosso estudo.
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Estudos clinicos e experimentais tém relatado o aumento da prevaléncia de
hipertensdo associada a deficiéncia de VitD (Andersen et al., 2015; Darraj et al., 2019).
Ja esta bem estabelecido que o aumento da expressdo de todos 0s componentes e
superativacdo do SRAA contribui para o desenvolvimento e progressdo da ND e que a
VitD exerce efeito inibitorio sobre esse sistema (Chokhandre et al., 2015; Lin et al., 2018;
Liyanage et al., 2018). Trabalhos anteriores do nosso laboratério mostraram que ratos
com ND (Volpini et al., 2003) e que a prole adulta de mées submetidas a deficiéncia de
VitD durante a gestacdo e periodo de desenvolvimento renal (Almeida et al., 2019)
apresentavam aumento da pressao arterial, no entanto, em nosso estudo essa alteragéo néo
foi observada. Almeida et al. (2019) demonstraram ainda que a hipertensédo observada
nos animais deficientes em VitD estava relacionada ao aumento da expressao tecidual
renal de renina e do receptor para a angiotensina Il do tipo 1 (AT1) e dos niveis séricos
de angiotensina Il. Andersen et al. (2015) demonstraram que a deplegéo de VitD levou
ao aumento da expressao renal endégena e humana do mRNA da renina em ratos dTGR
(ratos duplo-transgénicos que expressam renina e angiotensinogénio humano) e aumento
da hipertensdo nesse modelo experimental. Braganca et al. (2018) também observaram
aumento da expressdo tecidual renal de angiotensinogénio e dos niveis plasmaticos de
aldosterona e da presséo arterial em ratos nefrectomizados deficientes em VitD. Esses
estudos mostram, portanto, a importante participacdo da VitD na regulacdo do SRAA e

nas lesdes renais induzidas pela hipertensao.

Nossos dados demonstraram ainda que na vigésima quarta semana apds a
inducdo do diabetes houve reducéo da expressao renal do VDR nos grupos Ctrl VitD e
DM VitDD. Estudos em diferentes modelos de doenca renal também verificaram reducao
da expressdo do VDR na deficiéncia de VitD (Goncalves et al., 2014; Braganca et al.,
2018; Song et al., 2021). Esses estudos demonstraram que a reducdo da expressdo do
VDR estava relacionada ao aumento da expressao tecidual do TGF-B1 e com a fibrose
tubulo-intersticial em ratos com injdria renal induzida por isquemia e reperfusdo
(Gongalves et al., 2014) e com as lesdes glomerulares em cultura de células submetidas a
alta glicose em ratos com ND (Song et al., 2021). Adicionalmente, Zhang et al. (2015)
demonstraram que a delecéo do VDR foi crucial para o aumento das lesdes estruturais e

funcionais renais em camundongos com OUU.
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O aumento da TFG, excrecdo urinaria de albumina progressiva e da FECa* e
FEP™ nos ratos diabéticos observados em nosso estudo sdo caracteristicas marcantes dos
estagios iniciais da ND. Essas alteracdes foram mais intensas no grupo DM VitDD. A
hipovitaminose D foi frequentemente relacionada ao desenvolvimento de
microalbumindria (Felicio et al., 2016), diminuicdo sustentada da funcdo renal em
pacientes com DM1 (Boer Sachs, Cleary, 2012) e com o aumento da prevaléncia de
pacientes com ND (Diaz et al., 2009; Jung et al., 2016; Huang, Wen, Ye, 2022). A
superativacdo local do SRAA tem sido apontada como um dos principais fatores
responsaveis pelo aumento da TFG e microalbumindria em pacientes diabéticos
deficientes em VitD (Chokhandre et al., 2015). Adicionalmente, estudos clinicos e
experimentais demonstraram que o aumento da albumindria esta associado as alteracdes
das proteinas estruturais dos glomérulos renais e da permeabilidade glomerular causada
pela hiperglicemia associados ou néo a deficiéncia de VitD (Ito et al., 2015; Saleh et al.,
2016; Manucha, Juncos, 2017).

As alteracbes na estrutura renal observadas em nosso estudo foram
caracterizadas pela presenca de hipertrofia glomerular, expansao mesangial e aumento da
area intersticial relativa nos ratos diabéticos com 24 semanas. A ND desenvolve-se de
forma lenta e progressiva, 0 que justifica o aparecimento de lesbes estruturais mais
acentuadas apenas na 242 semana apds a inducdo do diabetes, sendo essas alteracdes mais
evidentes no grupo DM VitDD. Estudos anteriores também demonstraram que a
deficiéncia de VitD foi associada a hipertrofia glomerular e aumento da area intersticial
relativa observada na progressao para a DRC ap0s lesdo renal por isquemia e reperfusdo
(Goncalves et al., 2014), em ratos nefrectomizados (Braganca et al., 2018) e em pacientes
com DM1 (Boer, Sachs, Cleary, 2012). A fibrose glomerular e tabulo-intersticial sdo
caracteristicas marcantes da DRC e estdo extremamente ligadas ao declinio da funcgédo
renal independente da doenca subjacente (Lucisano et al., 2013), assim, nossos dados de
alteracdes estruturais podem, pelo menos em parte, explicar as alteragcdes funcionais

observadas em nosso estudo.

O aumento da expresséo tecidual de desmina glomerular, vimentina tubular e a-
SMA intersticial representam a ativacdo de fibroblastos locais em miofibroblastos e
caracterizam a TEM, que continua como um dos principais processos que levam a

deposicdo anormal de MEC no rim diabético (Singh et al., 2018). O poddcito é um
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componente essencial da barreira de filtragdo glomerular. Foi demonstrado que a sua
perda levou a proteindria e a glomeruloesclerose progressiva em um modelo de DRC
induzida pela puromicina (Herrmann, Tozzo, Funk, 2012) e em animais e pacientes
diabéticos (Ito et al., 2015; Zhang et al., 2015; Saleh et al., 2016). A vimentina quando
expressa contribui para o espessamento da membrana basal tubular e consequente fibrose
tubulo-intersticial (Makino et al., 2003). A a-SMA, por sua vez, esta associada ao
aumento da proliferacdo dos fibroblastos e acimulo de matrix extracelular intersticial
(Hua et al., 2020). Assim como em nossos achados, estudos anteriores também
demonstraram que a deficiéncia de VitD provoca aumento da expressdo de marcadores
de TEM em diferentes modelos de DRC (Braganca et al., 2018; Gongalves et al., 2020;
Bernardo et al., 2022). Braganca et al. (2018) e Bernardo et al. (2022) demonstraram
ainda que o acimulo de proteinas da MEC renal estava associado ao aumento da
proliferacdo celular, ativacdo de macrofagos tdbulo-intersticiais e rarefagdo capilar
glomerular em ratos nefrectomizados e em ratos obesos com injuria por isquemia e
reperfusdo deficientes em VitD, respectivamente. Contudo os mecanismos pelos quais a
deplecdo de VitD leva a ativacdo desse processo, especialmente na progressdo da ND
foram pouco estudados. Em nosso estudo, investigamos também a via relacionada aos

fatores de transcri¢do nuclear ZEB1/ZEB2, importantes indutores da TEM.

Estudos demonstraram que o aumento significativo da expressdo génica e
proteica de ZEB1/ZEB2 estava associado a reducdo da expressdo de E-caderina
(marcador epitelial de jungdo célula-célula) e ao aumento da TEM em cultura de células
tubulares renais proximais e em ratos com OUU (Xiong et al., 2012; Pu, Zhang, Zhou,
2016), em células glomerulares da prole adulta de ratas submetidas a uma dieta materna
pobre em proteinas (Sene et al., 2014) e de camundongos diabéticos (Wei et al., 2014),
de forma dependente ou ndo da ativagdo de ZEB1/ZEB2 pelo TGF-B1. Até a presente
data, ndo foram encontrados estudos mostrando a relagéo entre a deficiéncia de VitD e
ZEB1/2 na doenca renal diabética. No entanto, foi demonstrado que o tratamento com
VitD diminuiu indiretamente a transcricdo de ZEB1/ZEB2, promovendo, entre outros
beneficios, o bloqueio da aquisicdo de um fendtipo mesenquimal e inibicdo da
proliferacdo celular durante a progressdo do cancer de colon (Pereira et al., 2012) e
atenuou a expressdo de ZEB1/ZEB2 contribuindo para a supressdo da metastase em
cultura de células de carcinoma de mama humano (Chiang et al., 2016). Além da sua

contribuicédo para a TEM, foi demonstrado ainda que a superexpressao de ZEB1/ZEB2
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regulou positivamente a expressdo do VEGF-A e a angiogénese em diferentes tipos de
cancer (Liu et al., 2016; Ko, Kim, 2018). Nesse contexto, além do envolvimento na
regulacdo da TEM, ZEB1/ZEB2 podem contribuir para a regulacdo da angiogénese

aumentando os niveis do VEGF-A.

O VEGF-A ¢é produzido majoritariamente pelos poddcitos, mas pode ser
secretado também pelas células epiteliais tubulares e atua regulando a estrutura e funcéo
das células endoteliais adjacentes, ligando-se aos seus receptores VEGFR1 e VEGFR2
presentes nessas células (Fu et al., 2015; Gil et al., 2021; Jiang et al., 2022). Estudos
clinicos e experimentais demonstraram que niveis aumentados de VEGF-A estdo
especialmente presentes nos estagios iniciais da ND (Fu et al., 2015; Gil et al., 2021; Jiang
et al., 2022). Nesse sentido, foi demonstrado que a superexpressdo especifica do VEGF-
A por poddcitos e aumento da ativacdo do VEGFR2 contribuiu para a angiogénese
anormal, inflamacdo e alteracfes na funcdo e estrutura renal nos estagios iniciais da ND
em camundongos diabéticos (Veron et al., 2011; Dessapte-Baradez et al., 2014). Bus et
al. (2017) demonstraram que o aumento da expressdo do VEGF-A por si sO levou a
ativacdo das células endoteliais e aumento da expressdo renal de TNF-a e proteinas
quimiotéticas para macréfagos/mondcitos em cultura de células e camundongos com

diabetes tipo 1.

Embora o sistema VEGF-A/VEGFR2 sozinho possa desempenhar essas
funcles, estudos indicam que suas ac¢Oes sdo potencializadas pela capacidade do VEGF-
A em elevar os niveis de outros fatores pro-angiogénicos, como Angpt-2 (Dessapt-
Baradez et al., 2014; Fu et al., 2015). As angiopoietinas englobam outra familia de fatores
de crescimento vascular e foi demonstrado que a reducdo do raio angiopoietina
1/angiopoietina 2 (Angpt-1/Angpt-2) associada ao aumento dos niveis renais de VEGF-
A intensifica o desenvolvimento da ND (Nakagawa et al., 2009). Em concordancia com
esses achados, Yamamoto et al. (2004) demonstraram que o aumento dos niveis do
VEGF-A levou ao aumento dos niveis de Angpt-2, reducdo do raio Angpt-1/Angpt-2,
reducdo da expressdo de Tie2 e angiogénese anormal em camundongos com DM1. Niveis
elevados de Angpt-2 induzem ainda a expressdo de moléculas quimiotaticas e
permeabilidade do endotélio, eventos importantes para a resposta inflamatdria renal
(Akwii et al., 2019). A Angpt-2 estd envolvida ainda no recrutamento de

macrofagos/mondcitos, que contribuem para amplificacdo da producdo de fatores pro-
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angiogeénicos e desestabilizacdo dos capilares glomerulares e peritubulares renais (Jeong
et al., 2021). Tsai et al. (2018) demonstraram que altos niveis de Angpt-2 foram
responsaveis pelo aumento da inflamacéo, perda de pericitos e apoptose em cultura de
células mesangiais submetidas a altos niveis de glicose, e que o aumento dos niveis
séricos de Angpt-2 apresentou correlagdo positiva com o aumento da albumindria em
camundongos db/db (animais que desenvolvem obesidade e DM2 espontaneamente) e

pacientes com DM2.

A regulagdo pos-transcricional do mRNA de juntos ZEB1/ZEB2 e o VEGF-A é
realizada pelo miR-200b (Xiong et al., 2012; Sun et al., 2017). Nesse contexto, foi
constatado que a regulacédo negativa do miR-200b esta associada ao aumento da producéo
do VEGF-A e a permeabilidade vascular em cultura de células endoteliais de retina
bovina submetidas a altos niveis de glicose e em tecido retiniano de ratos com DM1
induzido por STZ (Ruiz, Feng, Chakrabarti, 2015) e em pacientes diabéticos (McArthur
etal., 2011). Além disso, foi demonstrado que a regulacéo negativa de todos os membros
da familia miR-200 levou ao aumento da TEM induzida por TGF-B1 em cultura de células
epiteliais tubulares renais e em ratos com OUU (Xiong et al.,2012; Pu, Zhang, Zhou,
2016) e & TEM em glomérulos isolados de ratos adultos programados submetidos a uma
dieta materna com baixo teor de proteina (Sene et al., 2014). Além disso, estudos clinicos
demonstraram que bidpsias de tecido renal de pacientes com diferentes doencas renais
cronicas, incluindo a ND, apresentam expressdo diminuida de miR-200 (Chien et al.,
2016).
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7. CONCLUSAO

Tomados em conjunto, nossos resultados demonstraram que a deficiéncia de
VitD acelerou o desenvolvimento e progressdao da ND em ratos com diabetes tipo 1. A
reducdo da expressdo do miR-200b com consequente aumento das expressdes de ZEB1/2
e VEGF-A sugere que a diminuicdo da regulacdo desses fatores de transcri¢do nuclear e
da secrecdo desse fator de crescimento vascular, respectivamente, podem estar
relacionadas com as alteracGes estruturais e funcionais mais acentuadas observadas nos

ratos diabéticos deficientes em VitD.
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Calcitriol Reduces the Inflammation, Endothelial Damage and
Oxidative Stress in AKI Caused by Cisplatin
Beealriz M. Ofiveira |, Lucas Feroeira de Almeida ') Amanda 1 Detugoe 10, Clasdia § Smea

foma Liwia TL Macie] ®. Heloisa DU C. Franoeseaio |, Roberio 5 Costa ®, Cleonioe Giovaning ',
Framcisce José A de Pawla *C and Tereila M. Coimsbra &%

dhaeh for

vEdubar
Cokinaate [, ML dle A L alliy
LK Dl A1 ) S, 005
(TR W T See—, T
Cunta, K5 | (inrainain, . ; de Pauls,
B & | Cisiein, T il
Br dars fr bk sale,
Farnkis e | sad Dl sy miwd {35 mlatrr
s s ST o e it
Tex [ S MO, I, 1SRN
[V TR P
e i I
Aombrsim Lkl Cwimia S
T i e el s o [

S g S
Al B il 2000
Pl 14 s 22

Prabitors’s Mot BT ol it
il o pmied b ad ewb Lacnnad e
el o] min ] mdda il a b
alam

Tyt £ 02 b G sl
Luiiti BN, R St
e T A e
dmrdegdry] wuber de kias and
cmmnldanm i Ew Cdralie Cosmssm
LT PR EN P oy SRR T
e . =
A

I par e of Py siokasy, Biedn P bisdod School, Undvesity of Seo Pao,
Fellanbrac: Feic: TAMEAD S0, S Mades, Preacd

7 Ivpartonn of Maectiod] CEndr, B P Sisdiod Sehon), Udwmdty of Sen Mo,
Felbanbrac: Feic: TAMEAD B0, S Mades, Preacd

" loreetaletent Saod i e el #5516 T3

A bstrsct Cplibin seabment is o of e mest commonly meed sesbments for petients with cameee
Hespazpeer, thirty perenkof pationss tnosted with coplebin desclop seute kidrey ey (KT Seve el
whuches hore: denorstraied te oot of bsctve vitwmin Dor calitned on e nfsnmeicey press
sl e nduthekal ey, e sbal e wenbs that comtribeabe o clanges in senal function and stnchon:
e d by caplakin (P This study exploned the cfiechs of calatiol sdmesistrations on peosimal
balradas wpary, cx alabive stnos, infserartien sl vasculer inpeny chssrrad i CPimcheoad AKL Malk:
Wieae H T W | writh calestric] (6 oy ey or vehick [09% Nl T The bestsment
whnrid] twe o v oces bcfore Lp. sdrestratien of UF or salioe s wos somismed Seranother fec days
afeer Hw imprbons. (e e ffth day sfer e pecSon, esie, plioms s el e seplhe wen:
rullecied o evaluric sl Arcfom and struchee. The sremals of e CF groesp ke senesed plysrs
el eof ereswiirine: ared of frecSorsl sxckoem e eretion and decasgmed] ghrers: rolar AlnSon mas. Thes:
change: e secceted with mace ubulbar inpery, endethe hal e, nedhecSons in ssbocidant
ery ez andd an sty proces checreed e neall cohe medullas of Bw asimals rem Sis
prrsm Thest: changes wasn: sk by e bt v sth calicibrie], w bich nafuned g sflasraton
sl Trnoed e exprssion of vasrulsr nopgererbon mackess amd st alast ercymes

K prearde AKL cakoizial; cleplabes; endofediem; (Panduced AEL mflammatery pnzes

L nbroduiizon

Crspilabio (TP i antie oof U st pustient anel effective antseanses dogs wad in cinicl
prractiar [1] Diespite il e Feivensss, ibsuse is lmitad by its nephiotoicity, which kads
b Bl ey injuey (A KT dened it beas beers shemen that cisplatin sowssmlaten in the kidrey
It s skt clardagge b 53 of thee promineal bubube lociked in e ouber sbfips of e
e meedulla [2-4] AKD is characterioed by an abrupt doep in aonal function, decine
i e nalar Bliation fabe (GFR] and ssumulation of aectabola waste [5p Several
el isaies B Exacnh stucisn] lowvahsabe the deberminants Fof e nephetoss offed of
CF The Kidinys losicity fsm cosplatin bas been associaked with b bislaberal upbake
aliiyg the promimal bk via the cfganic cilicn Farsporked 2 (00T2E kading b &n
intracllular ceplatin conosaication up e fve imes hagher thin that of plsi kvels 5]

This accaErulation cen kead e an @oied phododion of feaclive Vg & podis
[ROS) [7 5] Wiggering amidabive stices 9], vascular injury [10] el dctivation of snflanma
bty prakh arys [11] el agpaplotic palineays [11,12]

T it cuclhulid R onsbin, & Dl h:lmﬁmpﬂ.ldm il infuliim wldad
cheime BVl s Meassary [13,14) CF inbeoferes with ths balana by noncasing U
prroduction of BOS [15] ansd dehucing the production of ansoadent ey s, such as

A L odlal. S DOT 25 1S herges ot ongy' 10 THD Y e TN LR

burge o ey Jeed el cuitn ol Bl

99



