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“Neste mundo não existe verdade universal. 

Uma mesma verdade pode apresentar diferentes 

fisionomias. Tudo depende das decifrações 

feitas através de nossos prismas intelectuais, 

filosóficos, culturais e religiosos”. 

(Dalai Lama) 

 



 

RESUMO 

 

SILVA, P. H. Modelo experimental de diabetes mellitus e doença renal associados em 

camundongos. Campo Grande; 2022. [Dissertação – Universidade Federal de Mato Grosso do 

Sul]. 

 

As doenças crônicas não transmissíveis, como a Diabetes Mellitus (DM), acometem uma 

parcela importante da população. A DM trata-se de uma desordem metabólica lipoproteica, 

caracterizada pela hiperglicemia, decorrente da resposta secretória insuficiente ou deficiente do 

hormônio insulina, sendo ainda uma das principais causas para a Doença Renal (DR). Diante 

da gravidade das complicações microvasculares causadas pela DM, assim como 

cardiomiopatia, encefalopatia, retinopatia, neuropatia e nefropatia, justificou-se a realização 

deste estudo. O objetivo deste estudo foi associar modelos de DM e DR em camundongos. 

Foram utilizados 64 camundongos (Mus musculus), adultos, fêmeas, da linhagem Swiss, 

pesando em média 20 g, distribuídos em grupos: G1, controle (n=32) e G2, doença associada 

(n=32). Primeiramente, foram induzidos à estenose arteriovenosa (isquemia, 10 minutos e 

reperfusão) do rim esquerdo os animais do G2, sendo observados por 14 dias, antes de 

receberem estreptozotocina (STZ) e dieta. Após esse período foi administrado STZ, na dose de 

150 mg/kg, via intraperitoneal, e solução aquosa de glicose (10%), por 24 horas, seguida de 

dieta hiperlipídica por 7 dias. A evolução da DR foi observada utilizando-se tira teste de análise 

urinária e da DM por meio da análise de glicemia em monitor digital glicêmico. Foi constatada 

a isquemia e reperfusão, mediante observação das alterações de coloração, durante a cirurgia, 

volume e tamanho do rim esquerdo, quando comparado ao rim contralateral. Observou-se 

alterações renais iniciais em G2, nos primeiros 14 dias, aumento da densidade urinária, 

alteração do pH, presença de glicose, proteínas e leucócitos, quando comparados ao G1. A DM 

foi constatada pela presença de hiperglicemia, a partir de 200 mg/dL, no 7º dia da indução. Os 

animais do G2 apresentaram perda constante de peso, quando comparados ao G1. Foi possível 

induzir e confirmar DM e DR associados, com baixa mortalidade e fácil execução. 

 

Descritores: Diabetes, nefropatia, estreptozotocina, lesão isquêmica e reperfusão renal.



 

ABSTRACT 

 

SILVA, P. H. Experimental model of associated diabetes mellitus and kidney disease in 

mice. Campo Grande; 2022. [Dissertation – Federal University of Mato Grosso do Sul]. 

 

Chronic non-communicable diseases such as Diabetes Mellitus (DM), affect an important part 

of the population. DM is a lipoprotein metabolic disorder, characterized by hyperglycemia, 

resulting from an insufficient or deficient secretory response of the hormone insulin, and is still 

one of the main causes of Kidney Disease (KD). Given the severity of the microvascular 

complications caused by DM, as well as, cardiomyopathy, encephalopathy, retinopathy, 

neuropathy and nephropathy, this study was justified. The aim of this study was to associate the 

models of DM and KD in mice. Sixty-four adult female mice (Mus musculus) of the Swiss 

strain were used, weighing approximately 20 g, were divided groups: G1, control (n=32) and 

G2, associated diseases (n=32). First the G2 animals were induced to arteriovenous stenosis 

(ischemia, 10 minutes and reperfusion) of the left kidney, being observed for 14 days, before 

receiving streptozotocin (STZ and diet. After this period, STZ was administered at a dose of 

150 mg/kg, intraperitoneally, and aqueous glucose solution (10%), for 24 hours, followed by a 

high-fat diet for 7 days. The evolution of KD was observed using a urine analysis test strip and 

DM by analyzing blood glucose on a digital glucose monitor. Ischemia and reperfusion were 

verified by observing changes in color during surgery, volume and size of the left kidney, when 

compared to the contralateral kidney. Initial renal alterations were observed in G2, in the first 

14 days, increased urinary density, pH alteration, presence of glucose, proteins and leukocytes, 

when compared to G1. DM was confirmed by the presence of hyperglycemia, starting at 200 

mg/dL, on the 7th day of induction. G2 animals showed constant weight loss when compared to 

G1. It was possible to induce and confirm associated DM and KD, with low mortality and easy 

execution. 

 

Descriptors: Diabetes, nephopathy, streptozotocin, ischemic injury and renal reperfusion. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Diabetes Mellitus (DM) é um distúrbio metabólico crônico dos carboidratos, lipídios 

e proteínas, devido à resposta secretória defeituosa ou insuficiente do hormônio insulina, que 

resulta em hiperglicemia, hipoinsulinemia, cetoacidose, polidipsia, poliúria, polifagia e perda 

de peso (CARVALHO et al., 2016). 

Dentre as inúmeras complicações do DM, encontram-se alterações microvasculares, 

cardiomiopatia, encefalopatia, retinopatia, neuropatia e nefropatia. A retinopatia diabética leva 

a problemas visuais, risco de quedas e cegueira, em últimos casos. Em países subdesenvolvidos, 

a nefropatia diabética, em grande parte doença glomerular, é reconhecida como uma das 

principais causas para o surgimento e evolução da doença renal crônica (DRC). Por sua vez, a 

DRC tem se mostrado uma das maiores causas de morbimortalidade em pacientes diabéticos 

(ALPERS; HUDKINS, 2011; AZUSHIMA et al., 2018; BURMEISTER et al., 2012; 

CARVALHO et al., 2016; GLASTRAS et al., 2016; VALENCIA; FLOREZ, 2017). 

A hiperglicemia permanente, promove diversas alterações metabólicas, o que, por 

eventos moleculares específicos e precisos, levam a nefropatia diabética, com alterações 

morfológicas de origem da síntese do colágeno, levando a complicações de cicatrização 

(DENADAI et al., 2015; BARBOSA et al., 2008; KARAMI et al., 2020). 

A ativação da proteína C quinase, é uma delas, que consequentemente leva à produção 

do óxido nítrico, promovendo estresse oxidativo, aumentando a formação dos radicais livres e 

espécies reativas de oxigênio (ERO’S), repercutindo em lesão isquêmica dos tecidos 

(DENADAI et al., 2015; ROCHA et al., 2016). 

Os modelos experimentais de isquemia renal têm sido descritos com frequência na 

literatura, em várias espécies e linhagens. São caracterizados de forma morfológica e celular, 

assim como com testes bioquímicos. A oclusão do pedículo renal causa os maiores níveis de 

danos histológicos renais, juntamente com a congestão hemorrágica generalizada. A congestão 

vascular renal e o edema diminuem na reperfusão, mas a lesão epitelial tubular não muda 

significativamente. Sendo assim, há dano no tecido renal, pela isquemia em associação com 

suas disfunções hemodinâmicas renais, excretoras e de concentração de urina 

proporcionalmente desenvolvidas (RAMESH; RANGANATHAN, 2014).  

As complicações microvasculares decorrentes do quadro clínico dos pacientes 

diabéticos, decorrentes da persistência do quadro hiperglicêmico oriundo das diversas 

alterações metabólicas, as quais tornam-se um grande desafio na vida dos profissionais da 

saúde, que lidam e fazem uso de diversos recursos terapêuticos, com objetivo de melhorar a 
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qualidade de vida de seus pacientes, minimizando os danos provocados pelas comorbidades, 

associado a escassez de estudos a respeito da temática, torna fundamental o desenvolvimento 

do presente estudo.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Modelo Animal de Doença 

 

O uso de modelo animal em pesquisas científicas, para estudo de anatomia, fisiologia, 

patologia e farmacologia animal e humana, tem contribuído fortemente para o desenvolvimento 

da ciência e biotecnologia ao longo dos anos. Permitindo alavancar e aprimorar estudos a 

respeito de mecanismos etiológicos e fisiopatológicos das mais diversas doenças, assim como 

das modalidades terapêuticas que possam ser aplicadas à espécie humana, corroborando para o 

desenvolvimento de vacinas, antibióticos, dentre outros meios de tratamento (ANDERSEN; 

WINTER, 2019; MONTEIRO et al., 2009; ROBINSON et al., 2019; SILVA, 2015). 

A relação entre humanos e variadas espécies animais segue-se ao longo da história. 

Anualmente, milhares de animais são empregados em estudos experimentais, em condições 

favoráveis às alterações fisiológicas observadas nas doenças em humanos, buscando assim 

enfatizar e justificar a aplicabilidade e semelhança do modelo animal aos humanos. 

Historicamente, os animais foram utilizados para o desenvolvimento de técnicas cirúrgicas 

notadamente utilizadas até o presente, como a traqueostomia e laparoscopia (CAVALCANTI 

et al, 2009; FAGUNDES; TAHA, 2004; ROBINSON et al., 2019). 

O engajamento das pesquisas envolvendo animais se dá, dentre outros motivos, às 

limitações na investigação das doenças humanas, as quais envolvem igualmente aspectos éticos, 

inerentes à própria doença e ainda ao modo de investigação. Uma vez que pesquisas envolvendo 

seres humanos exigem uma série de requisitos a fim de preservar a integridade física e 

psicoemocional do indivíduo durante a experimentação e apresentam ainda uma série de 

limitações, dentre elas, a dificuldade de estabelecer de forma fidedigna resultados sem a 

interferência dos voluntários (FAGUNDES, TAHA, 2004).  

Um bom modelo animal deve apresentar determinadas características para viabilização 

dos estudos e apresentação de resultados confiáveis, sendo destacadas os seguintes marcos: 

concessão ao estudo de fenômenos biológicos ou comportamental animal; investigação de 

processos patológicos, e máxima semelhança e identificação com os quadros clínicos das 

doenças humanas, além de contar com um grupo controle para acompanhamento. A qualidade 

sanitária do animal também é muito importante para o pesquisador, devendo respeitar as 

diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) 

(ANDERSEN; WINTER, 2019; MONTEIRO et al., 2009; ROBINSON et al., 2019). 
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Outro ponto forte da experimentação animal, em especial com o uso de animais de 

pequeno porte, como camundongo, rato, hamster, coelhos e coobaia, se dá em vista dos custos, 

viabilidade, manuseio e facilidade na execução técnica dos procedimentos, principalmente, em 

condições laboratoriais, infraestrutura disponível e princípios metodológicos científicos, os 

quais permitem a reprodução científica dos determinantes patológicos (MONTEIRO et al., 

2009; SILVA, 2015). 

Dos estudos, envolvendo animais, o padrão-ouro de pesquisa clínica é o estudo 

controlado randomizado, o qual conta com grupos distribuídos de forma aleatório, os quais 

sofrerão intervenção de acordo com a metodologia pré-estabelecida previamente, respeitando 

o estado de duplo-cego dos investigadores, evitando conflito de interesses e indução dos 

resultados (ROBINSON et al., 2019). 

No entanto à medida que as pesquisas experimentais crescem, o compromisso com a 

necessidade de redução, refinamento e até substituição dos animais aumenta 

proporcionalmente. É importante, não expor os animais à estudos desnecessários. A partir disto, 

já se inicia nos laboratórios simulação e habilidades cirúrgicas por meio da realidade virtual 

(ROBINSON et al., 2019). 

 

2.2 Diabetes Mellitus 

 

O DM é um termo global para distúrbios metabólicos díspares, tendo como principal 

sinal clínico a hiperglicemia crônica. Sendo assim, é reconhecido por uma síndrome metabólica 

crônico dos carboidratos, lipídios e proteínas, devido à resposta secretória defeituosa ou 

insuficiente do hormônio insulina ou, geralmente, ambos, resultando desta forma nos seguintes 

achados clínicos: hiperglicemia, hipoinsulinemia, cetoacidose, polidipsia, poliúria, polifagia e 

perda de peso (PETERSMANN et al., 2019; CARVALHO et al., 2016). 

O DM tipo 1 (DM1) é compreendido como uma forma autoimune dos quadros típicos 

de diabetes, determinado pela destruição progressiva das células beta pancreáticas, 

proporcionando uma total deficiência do hormônio insulina. A perda das células betas e de 

função são fatores também fundamentais para o desenvolvimento do DM tipo 2 (DM2), o qual 

varia entre um predomínio da relativa deficiência de insulina a um vasto defeito secretório 

associado à resistência insulínica. Onde o DM2 e os distúrbios renais associados, estão em 

crescente aumento, impulsionado pelo aumento exponencial da obesidade (GLASTRAS et al., 

2016; PETERSMANN et al., 2019). 
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O Diabetes, reconhecido como doença socioeconômica mundial, é a principal causa para 

o aparecimento da Doença Renal Crônica (DRC) nos países, em todo o mundo, desde os 

ocidentais até os de baixa e média renda. Este pode acarretar inúmeras complicações, desde 

retardo no processo de reparação tecidual decorrente de alterações bioquímicas, assim como 

cardiomiopatias, encefalopatias, neuropatias e nefropatias. A nefropatia diabética (ND) é a 

complicação mais importante e a maior causa para o surgimento da DR no mundo, a qual pode 

ainda levar a óbito os seus portadores (BRAGA et al., 2016; BURMEISTER et al., 2012; 

CARVALHO et al., 2016; GLASTRAS et al., 2016; PETERSMANN et al., 2019). 

Os valores de glicose plasmática característicos de quadro hiperglicêmico nos animais 

são valores igual ou maior que 200 mg/dL, os quais definem o estado diabético. Já valores entre 

80 a 150 mg/dL, são compreendidos como estado não diabético, também denominados níveis 

glicêmicos normais e, por sua vez, os valores compreendidos de 150 a 199 mg/dL, entende-se 

como estado pré-diabético. Atualmente, o padrão-ouro para mensuração dos níveis glicêmicos 

e diagnóstico de diabetes em modelos experimentais, se dá através da mensuração dos níveis 

de glicose no plasma venoso. Em humanos, de acordo com a Diretriz da Sociedade Brasileira 

de Diabetes entende-se como estado diabético valores acima 125 mg/dL em jejum, 

considerando um período igual ou superior a 8 horas. Já valores entre 100 a 125 mg/dL 

compreende-se como quadro pré-diabético, e valores inferiores a 100 mg/dL entende-se como 

glicose sanguínea normal ou não diabético (COBAS et al., 2022; PEREIRA et al., 2018; 

PETERSMANN et al., 2019).  

Os elevados índices de glicose sanguínea, denominados hiperglicemia, provocam 

diversas alterações metabólicas, o que afeta a vascularização dos tecidos, estando associado à 

falência de múltiplos órgãos a longo prazo. A ativação da proteína C quinase aumenta a 

produção das ERO’S, devido a superprodução de óxido nítrico na cadeia mitocondrial, gerando 

o estresse oxidativo. Este processo origina então, uma resposta inflamatória, diante do aumento 

de radicais livres, que repercutem em lesão isquêmica, uma vez que há redução das defesas 

antioxidantes (DENADAI et al., 2015; PETERSMANN et al., 2019; ROCHA et al., 2016). 

O primeiro estudo datando a descoberta da insulina para o tratamento de DM, ocorreu 

em 1920, em camundongos geneticamente modificados. A STZ é um composto natural 

amplamente utilizado para induzir a DM1, através da interrupção seletiva da função das células 

beta (b) pancreáticas das ilhotas de Langerhans dos animais ou por alquilação intracelular do 

DNA destas e consequente necrose celular, enquanto em camundongos db/db, geneticamente 

propensos a diabétes associado a deficiência de leptina, é capaz de produzir neste modelo 

clássico a DM2. O estresse oxidativo, proteína C quinase e o processo inflamatório estão dentre 
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os mecanismos com importante papel na patogênese da ND (GLASTRAS et al., 2016; JIANG 

et al., 2021). 

Em estudo experimental, He et al. (2019), administraram injeção intraperitoneal de 

estreptozotocina na dose única de 120 mg/kg, em 20 camundongos, sendo que 17 destes animais 

apresentaram aumento dos níveis glicêmicos, sendo considerados diabéticos e assim adequados 

para o experimento. 

A DRC grave está atrelada a um grande fardo pessoal, visto que o transplante renal e a 

diálise são as únicas opções em estágios tardios da doença. A terapia de substituição renal é um 

procedimento de alto custo para a saúde. Diante disto, uma maior compreensão da doença e 

suas correlações clínicas, pode auxiliar em melhores estratégias diagnósticas e terapêuticas a 

fim de prevenir e tratar a evolução da DRC (GLASTRAS et al., 2016). 

 

2.3 Nefropatia Diabética  

 

A ND é uma complicação microvascular grave do diabetes, caracterizada por 

proteinúria e declínio progressivo da função renal, sendo a principal causa de doença renal 

terminal. As características patológicas da ND envolvem acúmulo de matriz extracelular 

(MEC) dentro dos glomérulos e túbulo intersticial, morte celular glomerular e tubular, 

contribuindo para o desenvolvimento de glomeruloesclerose e fibrose tubolintersticial. Níveis 

elevados de glicose sérica, alterações hemodinâmicas, fatores de crescimento local, distúrbios 

metabólicos e síntese de hormônios são apontados na patogênese desta complicação (JIANG et 

al., 2021; KIM et al., 2021; SAMSU, 2021). 

Quadros de hiperglicemia e dislipidemia, em diabéticos, geram estresse oxidativo, 

aumentando os níveis de proteínas pró-inflamatórias devido a infiltração de macrófagos, 

secretando citocinas inflamatórias, provocando inflamação local e sistêmica, induzindo a 

nefrite. Diversos estudos têm relacionado que a produção de citocinas pró-inflamatórias e ERO 

estão intimamente associados ao risco de surgimento da ND. Esta é uma das complicações mais 

graves do DM, estando associada às altas taxas de morbidade e mortalidade, dentre os principais 

fatores para seu surgimento destacam-se hiperglicemia, hipertensão obesidade, dislipidemia, 

idade, tabagismo, gênero e fatores genéticos (JIANG et al., 2021; SAMSU, 2021). 

O diagnóstico da ND é incerto, uma vez que não segue um padrão clássico. Um dos 

maiores problemas enfrentados, está no diagnóstico de ND não associado a retinopatia, que 

apresenta prevalência 40% dos casos. Habitualmente, a triagem e diagnóstico desta, se dá pela 

avaliação de albuminúria. Em pacientes portadores de DM1, a prevalência de microalbuminúria 
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chega a 18%, enquanto no DM2, 7%. Ao ser detectado macro ou microalbuminúria, deve-se 

investigar a associação de comorbidades, excepcionalmente, retinopatia e doença 

macrovascular (SAMSU, 2021). 

O tratamento da ND ainda é um desafio. O controle rigoroso dos níveis glicêmicos e da 

pressão arterial, sobretudo dos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e dos 

bloqueadores dos receptores da angiotensina II, são fatores importantes no retardo evolutivo da 

doença e da regressão da albuminúria. Acredita-se que a redução dos níveis de albuminúria, em 

indivíduos diabéticos, favoreçam melhores resultados no retardo dos índices de doenças renais 

e cardiovasculares (JIANG et al., 2021; SAMSU, 2021). 

Desta forma a ND é compreendida como uma síndrome clínica, que acomete pacientes 

com DM, caracterizada pelo declínio da função renal, retinopatia diabética, proteinúria e 

redução da taxa de filtração glomerular (TFG). Em alguns casos, pode haver comprometimento 

da função renal sem presença de proteinúria, comum em pacientes com DM e DRC. No entanto, 

a albuminúria é apontada como o principal causador do declínio da TFG (SAMSU, 2021). 

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é o principal mediador inflamatório, desse 

modo, valores elevados deste, podem provocar alterações nos vasos sanguíneos renais e danos 

nos rins (SAMSU, 2021). 

 

2.4 Doença Renal Crônica 

 

A DRC é uma epidemia, considerada um dos maiores e mais importantes problema de 

saúde do mundo, associada às altas taxa de morbidade e mortalidade mundial, sendo explicada 

pelo aumento crescente da prevalência de DM, doenças cardiovasculares e expectativa de vida 

(TOGOE et al., 2014). 

A DRC tem suas características histopatológicas, tipicamente associada à ND, 

apresentando espessamento mesangial difuso, espessamento da membrana basal glomerular e 

fibrose tubulointersticial. A obesidade também tem sido vista como importante fator originador 

e complicador para os quadros renais (GLASTRAS et al., 2016). 

A microalbuminúria (MA) tem sido considerada o principal achado diagnóstico 

indicador de pacientes com DM1 em risco de disfunção renal progressiva. No entanto, ainda há 

controversas, uma vez que apenas 20% dos pacientes com MA evoluem para proteinúria, 

muitos revertem o quadro para normoalbuminúria e, em alguns casos, portadores de DM1 

apresentam redução progressiva da função renal, antes ou com o início da MA (MERCHANT 

et al., 2013). 
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A avaliação da progressão da insuficiência renal é baseada nos sinais, sintomas e história 

clínica do paciente. Suas manifestações clínicas são incipientes e silenciosas, podendo ser 

facilmente confundidas com outras comorbidades, frequentemente observados em exames 

laboratoriais de rotina, como uréia e creatinina (TOGOE, 2014). 

 

2.5 Isquemia e Reperfusão 

 

A lesão por isquemia e reperfusão (I/R) pode ser definida como toda alteração em 

decorrência da privação de oxigênio e nutrientes aos tecidos. Este fenômeno envolve não apenas 

alterações intracelulares como também uma lesão inflamatória. Estudos em modelos animais 

tem mostrado que as consequências de I/R, variam de acordo com a duração da mesma, sendo 

passível de ocorrer alterações bioquímicas e até mesmo necrose (TOGOE, 2014). 

Esta lesão é inevitável no transplante renal resultando em lesão renal aguda (LRA), onde 

por sua vez, sofre agravo em decorrência da presença de ERO’S, infiltração de neutrófilos, 

peptídeos vasoativos e depleção de adenosina trifosfato (ATP). Deste modo a I/R provoca 

desequilíbrio na síntese de radicais livres de oxigênio e antioxidante, produzindo inflamação 

renal. Outro fator importante, é que os hormônios sexuais influenciam diretamente no processo 

inflamatório (BAREKAT et al., 2018). 

Durante a isquemia, há redução do fluxo sanguíneo desuniformemente, notadamente 

mais intenso na região medular. Este mecanismo, leva ao aumento na produção de ERO’S, 

provocando redução maior ainda do fluxo sanguíneo medular, levando a lesão endotelial 

durante a reperfusão, seguida de resposta inflamatória da região (BAREKAT et al., 2018; 

TOGOE, 2014). 

Comumente, a LRA é a maior e mais comum complicação da I/R, levando a formação 

de radicais livres e danos às células tubulares renais. A produção de radicais livres, por sua vez, 

lesa a via renal por peroxidação de lipídios e proteínas. Em contrapartida, a lesão renal favorece 

o aumento da cascata inflamatória via liberação de ERO’S, citocinas e ativação de leucócitos 

(BAREKAT et al., 2018). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Induzir modelo experimental de diabetes mellitus e doença renal associados em 

camundongos. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

a) Induzir e confirmar modelo experimental de diabetes mellitus e doença renal 

associados em animais. 

b) Mensurar os níveis glicêmicos e peso corporal dos animais a fim de verificar a 

evolução do quadro clínico das doenças. 

c) Analisar a função renal por meio de exame químico urinário. 
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4 MÉTODOS 

 

4.1 Tipo de Estudo 

 

O presente estudo trata-se de uma pesquisa experimental em modelos animais. Este 

estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) (Protocolo CEUA/UFMS No. 1.065/2019). 

 

4.2 Amostra 

 

Foram utilizados neste estudo 64 camundongos (Mus musculus), fêmeas, adultos, da 

linhagem Swiss, pesando, aproximadamente, 20 g, com idade média de 50 dias, provenientes 

do Biotério Central da UFMS.  

O experimento foi realizado no Laboratório de Modelos Animais de Doença (LMED) 

da Faculdade de Medicina (FAMED) da UFMS. Toda a rotina de limpeza dos ambientes e 

manutenção dos animais foram realizados e monitorados por uma Médica Veterinária, assim 

como os procedimentos experimentais realizados. Atendendo aos padrões operacionais 

estabelecidos pelo Biotério Central, de acordo com a Lei No 11.794, de 8 de outubro de 2008, 

a Instrução Normativa do Conselho Nacional de Experimentação Animal (CONCEA) e as 

Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e Uso de Animais para Fins Científicos e de Ensino 

(DBCA). 

O experimento foi desenvolvido com os animais apresentando cerca de 45 a 60 dias de 

idade. Os animais foram acondicionados em rack ventilado (estante) com microisoladores 

individuais de policarbonato transparente, medindo 20x23x30 cm (Figura 1). Confeccionado 

em aço inoxidável AISI 304 e policarbonato, sem portas, com injeção direta de ar nos 

microisoladores através de válvulas de aço inoxidável que possuem fechamento automático. O 

equipamento possui ductos para retirada de odores e sistemas independentes de insuflamento e 

exaustão de ar, proporcionando assim baixo índice de infecções, eliminando odores 

provenientes de excreções como urina e fezes, e diminuindo o volume de ruídos que possam 

estressar os animais, assim proporcionando uma melhor qualidade de bem-estar ao animal, 

aumentando a qualidade da pesquisa e do padrão sanitário e diminuindo ainda o estresse 

causado ao animal que ainda será submetido à procedimentos. 
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Figura 1 – Fase de aclimatação e acondicionamento dos animais em microisoladores 

individuais 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Os animais foram mantidos, durante todo o experimento, em sala climatizada com 

condições ambientais controladas de temperatura, ciclo claro/escuro e umidade, com uso de 

exaustores e ares-condicionados, respeitando o ciclo diário dos roedores, ou seja, 12 horas/dia 

e 12 horas/noite. Eles foram alimentados com dieta comercial balanceada de CR-1 

Nuvital/NuvilabÒ, específico para a espécie, e acesso a água ad libitum.  

O grupo controle (G1) recebeu dieta comercial balanceada de CR-1 Nuvital/Nuvilab®, 

específico para a espécie, durante todo o período experimental. O grupo experimental (G2) 

recebeu a mesma dieta do grupo controle durante os procedimentos de indução isquêmica da 

doença renal. Após o 14º dia da cirurgia da indução de modelo renal, os animais do grupo G2 

foram induzidos a diabetes e receberam dieta Rhoster hiperlipídica por 7 dias para auxiliar no 

processo de indução do DM e após este período voltaram a receber dieta padrão até o final do 

experimento. Onde a dieta balanceou-se a partir da dieta AIN 93-M modificada com 

aproximadamente 35% de banha de porco, 5% sacarose e celulose microcristalina 0,5%, todos 

os ingredientes foram misturados em bateria industrial, fracionados em cerca de 500g e 

armazenados à tempera de -20ºC até o uso do mesmo. Todos os animais tiveram acesso a água 

ad libitum (BORBA et al., 2011). 
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O estudo foi feito com base em procedimentos prévios realizados anteriormente no 

laboratório, adaptados e ajustados por meio de estudos atuais visando um estudo inovador, que 

buscasse caracterizar um duplo modelo animal (BAREKAT et al., 2018; BAZZANO et al., 

2015; TOGOE et al., 2014). 

O experimento durou 35 dias, sendo que os camundongos ficaram em aclimatação por 

1 semana (7 dias), durante este período receberam dieta padrão CR-1 Nuvital/Nuvilab e água 

ad libitum. Após a fase de aclimatação, foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos com 

n = 32 cada. 

Todos os animais foram pesados durante o período experimental. Assim como tiveram 

a mensuração semanal dos níveis séricos de glicose sanguínea em monitor digital glicêmico. 

 

4.3 Delineamento 

 

Os animais foram distribuídos de forma randomizada em dois grupos: Grupo 1 (G1), 

controle sem doença, n = 32, e Grupo 2 (G2), com doença diabetes mellitus associada a doença 

renal, n = 32, como mostra a figura 2. Todos os animais foram mantidos em rack ventilado com 

microisoladores individuais, em sala climatizada com condições ambientais controladas e ciclo 

12 h claro/escuro. 

 

Figura 2 – Distribuição randomizada dos animais em grupos. 
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Fonte: Próprio autor. 

 

O grupo G2 foi composto pelos animais que apresentaram, doença renal e diabetes. Os 

animais que não apresentaram quadro hiperglicêmico, ou seja, níveis glicêmicos iguais ou 

superiores a 200 miligramas por decilitro (mg/dL) sem jejum, foram excluídos do grupo 

(ALAWNEH et al., 2021). 

 

4.3.1 Distribuição dos Grupos 

 

A distribuição dos grupos e esquema do período experimental respeitou a organização 

e randomização aleatória, como representado na figura 3. 

 

Figura 3 – Fluxograma experimental da distribuição dos animais para indução da diabetes 

tipo 1 por estreptozotocina (STZ) e doença renal. 

 
Fonte: Próprio autor.

 

4.4 Procedimentos 

 

4.4.1 Cirurgia e indução isquêmica da doença renal 

 

Os animais foram acondicionados e mantidos previamente em microisoladores 

individuais, para serem preparados para a realização do procedimento cirúrgico para indução 

do modelo renal. 
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O protocolo cirúrgico de modelo de doença renal por isquemia e reperfusão 

arteriovenosa, foi realizado sob técnica asséptica, conforme protocolo de Bazzano et al. (2015); 

Togoe et al. (2014) e Togoe et al. (2019). Os animais foram retirados da microisoladora 

contidos e colocados na mesa cirúrgica. Como método de contenção e protocolo anestésico, foi 

utilizada uma combinação de anestésicos de cetamina a 10% via intraperitoneal (50-100 mg/kg) 

e xilazina (1-5 mg/kg), pelo qual os animais foram anestesiados. 

A seguir, os animais foram submetidos à laparotomia do flanco esquerdo, com 

exposição da cavidade abdominal, para acesso ao rim esquerdo e isolamento do pedículo renal 

(PR). Após isolamento do PR, a artéria e veia renais foram pinçadas com pinça atraumática 

isolada por um tubo de látex, visando minimizar os possíveis danos à camada adventícia, por 

10 minutos e, nesse período, a isquemia foi confirmada visualmente por mudança de coloração 

do órgão, passando de um vermelho de tom mais vivo para um vermelho de tom mais escuro. 

Após a liberação da pinça, ocorreu reperfusão renal, confirmada visualmente pelo retorno da 

coloração inicial e natural do órgão (Figura 4). Após verificação da homeostase renal, o rim foi 

reposicionado e a incisão foi fechada em planos com fio mononylon 4-0. Ao término do 

procedimento de I/R, todos os animais receberam analgesia e foram monitorados até sua 

recuperação total. Posteriormente, retornaram para os microisoladores individuais, 

permanecendo em monitoramento por 14 dias.  

 

Figura 4 – Fotografia mostrando os diferentes momentos da indução do modelo renal. 

 
Legenda: (a) apresenta o órgão com coloração normal; (b) traz a mudança de coloração durante a 

realização da isquemia e, (c) mostra o rim em processo de reperfusão. Fonte: Próprio autor. 

 

O acompanhamento dos animais submetidos a cirurgia de I/R, foi realizado através da 

tira-teste de análise urinária de 10 parâmetros Uri-Color Check Wama Diagnóstica, para 

detecção das alterações renais de forma semiquantitativa (Figura 5). Para tanto o animal foi 

contido manualmente, retirado da microisoladora individual e posicionado na bancada, 
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aguardou-se a micção espontânea e gotas de urina foram depositadas na tira-teste. Os dados 

coletados foram analisados do seguinte modo: uma análise única de 10 animais de ambos os 

grupos no 14º dia após a realização do procedimento cirúrgico, afim de confirmar o 

estabelecimento do modelo renal. Os dados do grupo G1 foram utilizados como parâmetro 

comparativo e de normalidade para o presente estudo, enquanto os achados do grupo G2, foram 

utilizados como meio de confirmação do sucesso do modelo renal de I/R, como descrito 

anteriormente na literatura (BAZZANO et al., 2015; TOGOE et al., 2014; TOGOE et al., 2019). 

 

Figura 5 – Teste para urina de 10 parâmetros Uri-Color Check. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

4.4.2 Indução do diabetes nos animais submetidos a cirurgia de indução isquêmica da doença 

renal 

 

Após 14 dias da cirurgia para indução da doença renal, os animais do grupo G2 foram 

submetidos a jejum alimentar por 12 horas, com fornecimento de água ad libitum, para 

preparação da indução do protocolo de DM. 

Para indução do DM, foi administrada injeção via i.p. em dose alta única de 150 mg/kg 

de estreptozotocina (STZ, Sigma®, St. Louis), diluída em tampão citrato 0,1 M (pH 4,5), após 

12 horas de jejum alimentar, devido à maior suscetibilidade dos animais à droga diabetogênica 

nestas condições. Animais do G1 receberam injeção única de tampão citrato 0,1 M (pH 4,5), a 

fim de submetê-los ao mesmo procedimento. Após o procedimento, os animais foram 

acondicionados novamente na rack estante ventilada. Decorrido 2 horas do período de indução, 

os animais então receberam oferta ad libitum de solução aquosa de glicose (10%), por 24 horas, 
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e dieta Rhoster hiperlipídica, por 7 dias. Transcorrido este período e após confirmação do 

quadro hiperglicêmico, voltaram a dieta padrão com oferta ad libitum de ração e água. 

O monitoramento dos níveis glicêmicos para confirmação do quadro diabético foi 

realizado mediante aferição da glicemia em quatro tempos: tempo 0 (T0) – antes da indução; 

tempo 1 (T1) – após 7 dias do período de indução; tempo 2 (T2) no 14º dia pós indução e tempo 

3 (T3) – 21º dia pós indução, ao fim do experimento. Os animais que apresentaram valores 

glicêmicos superiores ou iguais a 200 miligramas por decilitro de sangue (mg/dL) foram 

considerados diabéticos e incluídos no experimento. São considerados valores glicêmicos 

normais para animais saudáveis sem comorbidades, de 80 a 150 mg/dL em jejum (KLUEH et 

al., 2006; PEREIRA et al., 2018).  

Os níveis glicêmicos foram analisados durante o experimento por monitor digital de 

glicemia Accu-Check® Active, por meio da punção da cauda e perfuração da veia caudal com 

agulha hipodérmica, e deposito de uma gota de sangue na tira reagente do monitor de glicemia, 

causando o mínimo de estresse e dor ao animal. 

 

4.5 Eutanásia 

 

Ao final de um período de 35 dias do experimento, a eutanásia dos animais foi realizada 

mediante dose letal da associação de anestésicos, Xilazina (20mg/kg) e Cetamina (20mg/kg), 

administrados via intraperitoneal. 

 

4.6 Análise Estatística 

 

Todos os dados foram tabulados e expressos como média ± desvio padrão (DP). Após a 

caracterização das variáveis da função renal, a partir da análise urinária, procedeu-se o estudo 

descritivo dos achados encontrados, além de verificação das possíveis relações entre as 

variáveis. Desta forma foi realizada uma análise semiquantitativa dos dados obtidos a partir da 

análise urinária, tendo seus valores expressos em média ± DP. Para tanto, foi selecionada uma 

amostra estratificada de cada grupo com n = 10, onde para os parâmetros analisados que 

apresentaram normalidade, subentendido na análise bioclínica como negativos, foi atribuído 

valor numérico igual a 0. 

As variáveis peso corporal e níveis glicêmicos foram testados estatisticamente por meio 

da análise de variância one way, utilizando-se ANOVA, com pós testes de Tukey, intergrupos 

em todos os tempos estudados e Teste T de Student, intragrupos avaliando os dados estatísticos 
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comparativamente nos tempos T0 e T3, tendo como nível de significância determinado em p ≤ 

0.05, usando o programa BioEstat 5.3. 
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5 RESULTADOS 

 

O modelo animal de associação de duas doenças, DM e DR, em camundongos Mus 

musculus, foi alcançado com sucesso, sendo o primeiro estudo nesta linha. 

Os protocolos de indução isquêmica de doenças renal e DM com STZ, associados, foram 

sustentáveis, de baixo custo e não houve morte de nenhum animal.  

Foram observadas alterações morfológicas dos rins submetidos à I/R, no que diz respeito 

a coloração, durante a cirurgia e após o final do tempo de observação, no volume e tamanho do 

rim esquerdo, quando comparado ao rim contralateral. 

Estas alterações são compatíveis com alterações renais iniciais, nos primeiros 14 dias. 

A detecção das alterações renais foi realizada, por meio das tiras-teste de análise urinária,  

determinação semiquantitativa, de 10 parâmetros Uri-Color Check WamaÒ Diagnóstica. 

Notou-se alteração no pH, densidade, urobilinogênio e glicose urinária, assim como presença 

de proteína e leucócito, nos animais do grupo G2, confirmando a nefropatia. Enquanto os 

animais do controle (G1) apresentaram parâmetros de normalidade durante a análise, como 

expresso na tabela 1 e figura 6. 

 

Tabela 1 – Valores dos parâmetros de análise urinária pela fita expressos em média ± DP, 

analisados intergrupo e intragrupo em uma amostra de 10 animais. 

Análise Urinária G1 G2 

Urobilinogênio 0.1±0.0 1.5±0.5 

Glicose 0.0±0.0 60.0±49.0 

Corpos Cetônicos 0.0±0.0* 0.0±0.0* 

Bilirrubina 0.0±0.0* 0.0±0.0* 

Proteína 0.0±0.0 52.0±39.9 

Nitrito 0.0±0.0* 0.0±0.0* 

pH 5.0±0.0 6.2±0.2 

Sangue/Hemoglobina 0.0±0.0* 0.0±0.0* 

Densidade 1000.0±0.0 1020.5±4.2 

Leucócitos 0.0±0.0 1.6±0.5 

(*) dentro da normalidade. 
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Figura 6 – Representação da Análise Urinária. Gráfico comparativo entre 

grupos em uma amostra de 10 animais. Valores expressos em média ± DP. 

 
 

A condição de DM foi confirmada pela presença de hiperglicemia após o 7º dia de 

indução do protocolo. Os resultados dos níveis glicêmicos semanais de acordo com o tempo de 

análise e os grupos G1 e G2 estão apresentados na Tabela 2. Onde o Tempo 1, após 7 dias da 

indução; Tempo 2, no 14º dia pós indução e, Tempo 3, no 21º dia pós indução. 

 

Tabela 2 – Níveis glicêmicos semanais. Valores expressos em média ± DP. 

Grupos Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Teste t 

G1 121.1±15.9 132.5±16.1 145.3±17.9 150.3±16.8 0.0001* 

G2 139.7±16.0 237.8±17.4 314.7±26.7 371.7±25.8 0.0001* 

ANOVA 0.0004* 0.0001* 0.0001* 0.0001*  

Tukey 0.01* 0.01* 0.01* 0.01*  
(*) estatisticamente significativo. Pela análise de ANOVA com pós-teste de Tukey na análise 
intergrupos considerando nível de significância de p ≤ 0.05, o grupo G2 apresentou valores 
estatisticamente maiores comparados ao grupo G1. O teste t foi utilizado para analisar 
comparativamente intragrupos no T0 e T3, tendo como valor de significância p ≤ 0.05, onde G1 
apresentou aumento significativo dos níveis glicêmicos em T3, ainda mantendo-se dentro da 
normalidade, enquanto G2 mostrou valores significativamente maiores em T3, confirmando quadro 
de DM. 

 

Após 7 dias do protocolo de indução de DM nos animais, em 24 dos 32 animais 

induzidos, houve aumento dos níveis glicêmicos caracterizando a doença. Houve diferença 
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significativa entre grupos e intragrupo quando comparados nos momentos avaliados, com nível 

de significância de p ≤ 0,05, conforme figura 7. 

 

Figura 7 – Representação dos níveis glicêmicos semanais (mg/dL). Gráfico 

comparativo entre grupos em quatro tempos (T0, T1, T2 e T3). Valores 

expressos em média ± DP.  

 
Tempo 1, após 7 dias da indução; Tempo 2, no 14o dia pós indução e, Tempo 3, no 21o dia 

pós indução. 

 

Durante o experimento, os animais tiveram seu peso corporal aferido em quatro 

momentos. Os animais do G1 apresentaram maior peso corporal médio ao longo do 

experimento quando comparado ao G2, com significância de p ≤ 0,05. Houve diferença 

significativa nos tempos 1, 2 e 3. Esses dados foram expressos como média e desvio padrão, 

conforme mostrado na Tabela 3 e figura 8. 

 

Tabela 3 – Peso Corporal. Valores expressos em média ± DP. 

Grupos Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Test t 

G1 25.9±1.8 27.5±1.3 28.9±1.4 29.7±1.0 0.0001* 

G2 26.1±1.8 24.9±1.1 27.3±1.7 27.3±1.4 0.0086* 

ANOVA 0.6922** 0.0001* 0.0013* 0.0001*  

Tukey ** 0.01* 0.01* 0.01*  
(*) estatisticamente significativo (**) estatisticamente não significativo. Pela análise de 

ANOVA com pós-teste de Tukey na análise intergrupos considerando nível de significância 
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de p ≤ 0.05, o grupo G1 apresentou valores estatisticamente maiores comparados ao grupo G2, 

nos tempo 1, 2 e 3. O teste t foi utilizado para analisar comparativamente intragrupos no T0 e 

T3, tendo como valor de significância p ≤ 0.05, onde G1 apresentou ganho de peso corporal 

significativo em T3, enquanto G2 mostrou valores significativamente maiores comparados T0 

e T3, no entanto médias menores comparadas ao grupo saudável, confirmando quadro de DM. 

 

A figura 8, apresenta o peso corporal dos grupos G1 e G2 nos quatro momentos 

analisados. Onde o Tempo 0, representa o período antes do protocolo de indução; Tempo 1, 

após 7 dias da indução; Tempo 2, no 14º dia pós indução e, Tempo 3, no 21º dia pós indução. 

É possível observar valores significativamente menores de peso corpóreo no grupo G2 quando 

comparado ao grupo G1, nos tempos 1, 2 e 3. 

 

Figura 8 – Peso corporal (g). Gráfico comparativo entre grupos em quatro 

tempos (T0, T1, T2 e T3). Valores expressos em média ± DP. 

 
Tempo 1, após 7 dias da indução; Tempo 2, no 14o dia pós indução e, Tempo 3, no 21o 

dia pós indução. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Os procedimentos de indução do diabetes e doença renal, já haviam sido realizados no 

LMED-UFMS, porém em espécies e condições experimentais diferentes, considerando e 

analisando os modelos de doença de forma isolada. O modelo animal de associação de duas 

doenças, DM e DR, em camundongos Mus musculus, foi alcançado com sucesso, sendo o 

primeiro estudo nesta linha. A escolha destes animais se deu devido a viabilidade de produção 

e as características fisiológicas destes que são extremamente semelhantes às condições 

humanas. 

Estes modelos de doença animal, induzidos neste experimento em camundongos, 

concomitantemente apresentaram todos os resultados de caracterização semelhantes aos 

modelos já demonstrados em ratos (diabetes e doença renal), assim como em coelhos com 

doença renal (BAZZANO et al., 2015; PAIVA et al., 2017; TOGOE et al., 2014; TOGOE et 

al., 2019). Os modelos animais permitem desenhos experimentais controlados a fim de avaliar 

sistematicamente as variáveis estudadas (GLASTRAS et al., 2016). 

O primeiro estudo relacionando diabetes e doença renal data de 2003, onde estudou-se 

o quadro em ratos db/db obesos. Os estudos apontam que os camundongos são mais 

susceptíveis aos efeitos tóxicos da estreptozotocina e que este modelo animal se assemelha e 

permite a recapitulação de forma confiável das alterações morfológicas do quadro de nefropatia 

diabética humana (ALPERS; HUDKINS, 2011; SHARMA; DUNN, 2003). 

Não houve nenhuma morte no momento de indução isquêmica da doença renal. Para a 

indução da diabetes, aos animais deste grupo foi adicionado o sistema de alimentação com ração 

hiperlipídica, com intuito de evitar os riscos de reversão do quadro hiperglicêmico e assim 

corroborar com o quadro evolutivo da doença, pois, conforme Bazzano et al. (2015), a doença 

renal por isquemia e reperfusão é evolutiva e ao 14º dia de pós-operatório, já apresenta 

parâmetros importantes de cronicidade.  

Ao término do experimento, quanto ao modelo renal estabelecido, foi realizado uma 

análise macroscópica dos rins submetidos à I/R, observando-se alterações significativas em 

relação ao aspecto morfológico, volume e tamanho do rim esquerdo quando comparado ao rim 

contralateral, confirmando assim a DRC. A mudança da coloração do órgão, durante o 

procedimento de I/R, também foi observada no momento da cirurgia, assim como descrito na 

literatura (BAZZANO et al., 2015). 

Em estudo de Barekat et al. (2018), no qual realizaram modelo de doença renal por I/R 

em ratos, utilizaram em seu modelo cirúrgico o pinçamento dos vasos renais durante 45 
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minutos. Após, a pinça foi removida para restabelecimento do fluxo sanguíneo renal. 

Procedimento cirúrgico este semelhante ao desenvolvido neste estudo, com tempo e classe de 

animais diferentes, cujo qual apresentou resultados compatíveis e característicos ao modelo de 

doença renal. A lesão renal por I/R resulta da deficiência de oxigênio e liberação de nutrientes 

na remoção de resíduos. Gerando uma incompatibilidade entre a demanda e oferta de oxigênio, 

em conjunto, ao acúmulo de substâncias inflamatórias, provenientes do metabolismo, 

decorrentes da perturbação da homeostase. Isso ocorre devido à sensibilidade renal à isquemia, 

visto que a microvasculatura renal demanda de grande energia, em sua ausência a 

vasoconstrição vascular, eleva os níveis dos mediadores químicos da inflamação (endotelina-1, 

angiotensina II, tromboxano A2 e leucotrienos) e de citocinas vasoativas (fator de necrose 

tumoral-a, interleucina e endotelina). Clinicamente, estas alterações agravam-se no período de 

reperfusão com o consumo aumentado de oxigênio (TOGOE, 2014). 

Na análise semiquantitativa, de detecção das alterações renais, por meio das tiras-teste 

de análise urinária, de 10 parâmetros, o grupo G2, apresentou parâmetros característicos de 

nefropatia, sendo observadas alterações no pH, densidade, urobilinogênio e glicose urinária, 

proteína e leucócito, os quais mostraram-se dentro da normalidade quando analisados no grupo 

G1. Estes achados condizentes ao quadro de nefropatia decorrente de lesão por I/R. De acordo 

com a literatura, a creatinina vem sendo utilizada como índice de função renal, uma vez que 

independe de demais fatores, tornando-se um teste de triagem renal confiável (TOGOE, 2014). 

A administração em dose única de injeção de STZ (150 mg/kg, via i.p.), após jejum de 

12 horas, seguida de dieta Rhoster hiperlipídica, durante 7 dias, e solução aquosa de glicose 

(10%) por 24 horas, permitiu reproduzir o modelo de DM, após 7 dias da indução nos animais, 

em 24 dos 32 animais induzidos. Houve diferença significativa entre os grupos e intergrupos 

quando comparado nos tempos avaliados. Este achado corrobora com os resultados obtidos por 

He et al. (2019), onde após administração de injeção i.p. de STZ na dose única de 120 mg/kg, 

17 dos 20 animais que passaram pelo procedimento apresentaram aumento dos níveis 

glicêmicos, sendo considerados adequados para o experimento. Em estudo experimental 

Sudirman et al. (2019), utilizaram alta dose de STZ (150 mg/kg de peso corporal, dose única) 

para indução de DM1 seguida de 12 horas de oferta de solução aquosa de glicose (10%) ad 

libitum, obtiveram sucesso visto que dos 18 animais que receberam a injeção i.p. todos 

apresentaram hiperglicemia de jejum e aumento dos níveis séricos de glicose. 

Já Tang et al. (2019), em seu estudo comparativo da desordem renal em pacientes 

humanos e animais, para indução do modelo experimental de diabetes associado a doença renal, 
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utilizou a dose de 150 mg/kg de STZ em camundongos fêmeas, injetado em duas doses por via 

i.p.  

Para este estudo, foi escolhida a administração de dose única de estreptozotocina para 

indução de Diabetes, a fim de minimizar o estresse do procedimento para os animais, visto que 

doses intermediárias a altas foram comprovadas, em estudos anteriores, eficazes para indução 

do modelo diabético, uma vez que afetam as células beta das ilhotas pancreáticas (SUN et al., 

2019). Após a conclusão do experimento, foi realizada eutanásia dos animais.  

Inúmeros estudos têm apontado o efeito citotóxico da STZ sobre as células beta 

pancreáticas, o que justifica a sua aplicação e eficácia na indução de modelos animais 

diabéticos. Neste estudo, foi conduzido o modelo diabético animal, em dose única a fim de 

evitar a necrose rápida das células betas das ilhotas pancreáticas a curto prazo, como 

apresentado no estudo de Sun et al. (2019). Em contrapartida, no estudo de Glastras et al. 

(2016), administrando alta dose de STZ associada a dieta hiperlipídica, não demonstrou 

resultados superiores quando comparados a administração isolada de STZ. Evidenciando assim 

que a administração de STZ em dose alta única é uma das estratégias mais eficazes para a 

indução de DM em modelo experimental de camundongos. 

Durante o experimento, os animais tiveram seu peso corporal mensurado em quatro 

momentos. Notou-se que o G1 apresentou médias de peso corporal maiores durante todo o 

experimento quando comparado ao G2. No T0 não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos (G1 25.9±1.8 e G2 26.1±1.8). Porém nos tempos 1, 2 e 3 houve 

diferença significativa entre os grupos, onde o G1 apresentou médias de peso corporal maiores 

quando comparado ao G2, com nível de significância de p ≤ 0.05. Estes dados corroboram com 

os achados clínicos característicos da patologia, já descritos na literatura. Uma vez que, o DM 

é compreendido como uma síndrome metabólica crônica dos carboidratos, lipídios e proteínas, 

devido à resposta secretória defeituosa ou insuficiente do hormônio insulina, que resulta em 

hiperglicemia, hipoinsulinemia, cetoacidose, polidipsia, poliúria, polifagia e perda de peso. 

Logo a redução de peso corporal e a permanência do quadro hiperglicêmico caracterizaram 

adequadamente o quadro de DM1 (CARVALHO et al., 2016; GLASTRAS et al., 2016). 

É reconhecido, que o DM pode acarretar inúmeras complicações, desde retardo no 

processo de reparação tecidual decorrente de alterações bioquímicas, assim como 

cardiomiopatias, encefalopatias, neuropatias e nefropatia (CARVALHO et al., 2016; 

VALENCIA; FLOREZ, 2017). 

Atualmente, o Diabetes, reconhecido como doença socioeconômica, é considerado uma 

das principais causas para o aparecimento da DR em países desenvolvidos. A ND é a maior 



 40 

causa para o surgimento da DR no mundo, a qual pode levar a óbito. Na ND, a disfunção renal 

acompanhada de perda de néfrons esta associada à inflamação, acúmulo de MEC e apoptose de 

células tubulares, assim como é observado nos modelos de lesão nefrotóxica e de I/R (BRAGA 

et al., 2016; BURMEISTER et al., 2012; KIM et al., 2021; VALENCIA; FLOREZ, 2017). 

A hiperglicemia provoca diversas alterações metabólicas. A ativação da proteína C 

quinase aumenta a produção das ERO, devido a superprodução de óxido nítrico na cadeia 

mitocondrial, gerando o estresse oxidativo. Este processo origina então, uma resposta 

inflamatória, diante do aumento de radicais livres, que repercutem em lesão isquêmica, uma 

vez que há redução das defesas antioxidantes (DENADAI et al., 2015; ROCHA et al., 2016). 

Este experimento veio de encontro a necessidade de modelos de doença bem 

estabelecidos, com baixo custo e possibilidade de utilização de poucos animais durante a 

indução. Sendo assim, o modelo de doença renal crônica, induzido cirurgicamente, por 

isquemia e reperfusão, permite que os animais se mantenham vivos e em condições de 

receberem os protocolos de indução da diabetes por STZ, uma vez que a nefropatia é uma das 

principais complicações do quadro de DM. Portanto, este modelo, permitirá a ampliação de 

novos estudos a respeito das complicações destas patologias. 

Por tratar-se do primeiro estudo de duplo modelo de doença DM e DR associados, e 

diante da escassez de estudos a respeito da temática, torna-se necessário estudos adicionais para 

estabelecer a degeneração da função renal com a duração do diabetes. 
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CONCLUSÕES 

 

O período de 10 minutos de isquemia renal seguido de reperfusão alterou 

significativamente os aspectos macroscópicos, sendo eles tamanho, volume e morfologia renal 

e, assim como bioquímicos, indicando doença renal. 

A administração de dose única de estreptozotocina (150 mg/kg, STZ, i.p.) provocou a 

elevação dos níveis glicêmicos de forma irreversível dos animais e durante todo o período 

observado, compatível com quadro de DM. 

Todos os camundongos permaneceram vivos, com sinais clínicos das doenças 

experimentalmente induzidas durante 35 dias. 

Este estudo permitiu concluir que é possível manter um duplo modelo experimental de 

doença renal e diabetes para demais estudos e experimentos, por período suficiente de 

avaliação. 
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Figure 1 – Distribution and experimental induction of kidney 

disease and type 1 diabetes by streptozotocin (STZ).

Figure 2 – Photograph showing the different moments of induction of the renal 

model. Where (a) presents the organ with normal coloration; (b) shows the color 

change during ischemia and (c) shows the kidney in the process of reperfusion.
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Figure 3 – Urinary Analysis. Comparative graph between 

groups in a sample of 10 animals. Values expressed as mean 

± SD.

Figure 4 – Weekly glycemic levels (mg/dl). Comparative 

graph between groups at four times (T0, T1, T2 and T3). 

Values expressed as mean ± SD.
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Figure 5 – Weekly body weight (grams - g). 

Comparative graph between groups at four times (T0, 

T1, T2 and T3). Values expressed as mean ± SD.
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Table 1 – Values of urine analysis parameters by the tape 

expressed as mean ± SD, analyzed intergroup and intragroup 

in a sample of 10 animals.

Urine analysis G1 G2

Urobilinogen 0.1.±0.0 1.5±0.5

Glucose 0.0±0.0 60.0±49.0

Ketone bodies 0.0±0.0* 0.0±0.0*

Bilirubin 0.0±0.0* 0.0±0.0*

Protein 0.0±0.0 52.0±39.9

Nitrite 0.0±0.0* 0.0±0.0*

pH 0.0±0.0 6.2±0.2

Blood/Hemoglobin 0.0±0.0* 0.0±0.0*

Density 1000.0±0.0 1020.5±4.2

Leukocytes 0.0±0.0 1.6±0.5
G1: Healthy group. G2: DM + KD group. Semi-quantitative data on 

urinary analysis parameters in a randomized sample of 10 animals. 

* normality parameters identified in the samples.

Table 2 – Weekly glycemic levels. Values expressed as mean ± SD.

Groups T0 T1 T2 T3 t Test

G1 121.1±15.9 132.5±16.1 145.3±17.9 150.3±16.8 0.0001*

G2 139.7±16.0 237.8±17.4 314.7±26.7 371.7±25.8 0.0001*

ANOVA 0.0004* 0.0001* 0.0001* 0.0001*

Tukey 0.01* 0.01* 0.01* 0.01*

Results are presented as mean ± SD of mean. Comparisons in relation to times: One-way repeated 

measures ANOVA, with Tukey's post-test. The numbers expressed in the columns represent the 

differences in the glycemia of the animals at different times. Comparisons between diabetic and 

non-diabetic animals at different times: Student's t test. Statistical differences are indicated by *, 

p<0.05.
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Table 3 – Weekly Body Weight. Values expressed as mean ± SD.

Groups T 0 T 1 T 2 T 3 t Test

G1 25.9±1.8 27.5±1.3 28.9±1.4 29.7±1.0 0.0001*

G2 26.1±1.8 24.9±1.1 27.3±1.7 27.3±1.4 0.0086*

ANOVA 0.6922ns 0.0001* 0.0013* 0.0001*

Tukey ns 0.01* 0.01* 0.01*
Results are presented as mean ± SD of mean. Comparisons in relation to times: One-

way repeated measures ANOVA, with Tukey's post-test. The numbers expressed in 

the columns represent the differences in the body weight between diabetic and non-

diabetic animals at different times: Student's t test. Statistical differences are indicated 

by *, p<0.05. Values no statistical differences are indicates by ns (no significant).
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ABSTRACT

PURPOSE: Diabetes Mellitus (DM) is a lipoprotein metabolic disorder, characterized by 

hyperglycemia, resulting from an insufficient or deficient secretory response of the 

hormone insulin, which is also one of the main causes of Kidney Disease (KD). The aim 

of this study was to present an experimental model of diabetes mellitus and associated 

kidney disease in mice. METHODS: Sixty-four adult female mice (Mus musculus) were 

used, average weigh of 20 g, induced to renal ischemia/reperfusion and, subsequently, 

DM (150 mg/kg, STZ, i.p.) distributed: G1, control (n=32) and G2, disease (n=32). 

Afterwards, metabolic changes arising from disease models were analyzed. RESULTS: 

Morphological changes were observed in kidneys submitted to R/I, regarding the coloring 

during surgery, volume and size of the left kidney, when compared to the contralateral 

kidney. The increase in glycemic levels was observed after administration of a single dose 

of STZ (150 mg/kg, i.p.) confirming a hyperglycemic state, with blood glucose values 

starting at 200 mg/dl. The diabetic model was established through the injection of STZ, 

associated with the free supply of a high-fat Rhoster diet, for 7 days, and aqueous glucose 

solution (10%), for 24 hours. CONCLUSION: Due to the morphological alterations, it 

was possible to evidence the presence of kidney disease, through the hyperglycemic 

condition, the confirmation of type I diabetes by streptozotocin. The induction of a dual 

model of experimental disease, association of kidney disease and diabetes, made it 

possible to perform injury and healing models, providing a basis for future studies.

Keywords: Diabetes mellitus, chronic kidney disease, streptozotocin, ischemic injury 

and renal reperfusion.

INTRODUCTION

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic metabolic disorder of carbohydrates, lipids 

and proteins, due to defective or insufficient secretory response of the hormone insulin, 

which results in hyperglycemia, hypoinsulinemia, ketoacidosis, polydipsia, polyuria, 

polyphagia and weight loss 1.

DM also causes complications such as microvascular changes, cardiomyopathy, 

encephalopathy, retinopathy, neuropathy and nephropathy. Diabetic retinopathy leads to 

visual problems, risk of falls and blindness, in the latter cases. Diabetic peripheral 

neuropathy causes orthostatic hypotension, dysautonomia, ulcers and amputations, 
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mainly of the lower limbs. In underdeveloped countries, diabetic nephropathy, largely 

glomerular disease, is recognized as one of the main causes for the onset and evolution 

of chronic kidney disease (CKD). In turn, CKD has been shown to be one of the major 

causes of morbimortality in diabetic patients 1,2,3,4,5.

High blood glucose levels promote several metabolic changes. The activation of 

protein C kinase is one of them, which consequently leads to the production of nitric 

oxide, promoting oxidative stress, increasing the formation of free radicals and reactive 

oxygen species (ROS), resulting in ischemic tissue injury 6, 7, 8, 9.

It is believed that among the main disorders resulting from the pathological 

condition of individuals affected by DM and CKD, there is peripheral neuropathy, which 

has become the focus of the rehabilitation of health professionals. Thus, this study aimed 

to determine a dual experimental model of animal disease associating the dysfunctions of 

Type I Diabetes and Kidney Disease.

METHODS 

Procedures:

This study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) 

of the Federal University of Mato Grosso do Sul (Protocol CEUA/UFMS No. 

1.065/2019).

The experiment was carried out at the Laboratory of Animal Models of Disease 

of the Faculty of Medicine (FAMED) of the Federal University of Mato Grosso do Sul 

(UFMS).

Sixty-four adult female mice (Mus musculus) of the Swiss strain, weighing 

approximately 20g and mean age of 50 days, from the Central Animal House of UFMS 

were used.

The experiment lasted 35 days. The mice were acclimatized for 7 days, receiving 

a standard CR-1 Nuvital/Nuvilab diet and water ad libitum. After acclimatization, they 

were randomly assigned to two groups (n = 32). The period of establishment of the renal 

model was 14 days and after another 14 days the type I diabetes model was established.

The animals were randomly divided into two groups: Group 1 (G1), control 

without disease, n = 32, and Group 2 (G2), with diabetes mellitus associated with kidney 

disease, n = 32, as shown in figure 1. All the animals were kept in a ventilated rack with 

individual microisolators, in an acclimatized room with controlled environmental 

conditions and a 12 h light/dark cycle.
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The control group received a commercial balanced diet of CR-1 

Nuvital/Nuvilab®, specific for the species. The experimental group received the same 

food as the control group during the ischemic induction of kidney disease procedures. 

After 7 days of surgery, they received a high-fat diet Rhoster for diabetes induction. All 

animals had access to water ad libitum.

All animals were submitted to weight control weekly during the experimental 

period, analysis of urine using a colorimetric tape and measurement of blood glucose by 

digital monitor.

Surgery and ischemic induction of kidney disease:

The surgical protocol was performed under aseptic conditions, according to the 

protocol of Bazzano et al.11 Animals were anesthetized with intraperitoneal 10% ketamine 

(50-100 mg/kg) and xylazine (1-5 mg/kg). Then, the animals underwent laparotomy of 

the left flank to access the left kidney and isolation of the pedicle. The renal artery and 

vein were clamped with atraumatic forceps isolated by a latex tube for 10 minutes and, 

during this period, ischemia was visually confirmed by a change in the color of the organ. 

After releasing the forceps, renal reperfusion occurred, visually confirmed by the return 

of the initial and natural color of the organ. The kidney was repositioned and the incision 

was closed in planes with 4-0 mononylon. All animals received analgesia and were 

monitored for 14 days. The monitored of the animals after the renal ischemia and 

reperfusion surgery was performed using a 10-parameter Uri-Color Check Wama 

Diagnostic test strip for semiquantitative detection of renal alterations. All animals 

underwent urine analysis on the 14th day after the surgical procedure. The data from the 

control group (G1) were used as a comparative and normality parameter for the present 

study, while the findings from the G2 group were used as a means of confirming the 

success of the renal model of ischemia and reperfusion, as already described in previous 

studies in the same laboratory 11,13,14.

Induction of diabetes in animals submitted to renal ischemia and reperfusion:

Fourteen days after surgery to induce kidney disease, the animals in the G2 group 

were fasted for 12 hours, with water ad libitum.

For the induction of diabetes, an intraperitoneal (i.p.) injection was administered 

in a single dose of 150 mg/kg of streptozotocin (STZ, Sigma®, St. Louis), diluted in 0.1 

M citrate buffer (pH 4.5). Control animals received a single injection of 0.1 M citrate 
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buffer (pH 4.5) in order to submit them to the same procedure. After 2 hours of the 

induction period, the animals were then offered ad libitum an aqueous solution of glucose 

(10%) for 24 hours, and a high-fat diet Rhoster for 7 days. After the period and after 

confirmation of the hyperglycemic condition, they returned to the standard diet with ad 

libitum supply of food and water.

The monitoring of blood glucose levels to confirm the diabetic condition was 

performed by measuring blood glucose at four times: time 0 (T0) – before induction; time 

1 (T1) – after 7 days of the induction period; time 2 (T2) – on the 14th day post induction 

and time 3 (T3) – on the 21st day post induction, at the end of the experiment. Animals 

that presented glycemic values ≥ 200 milligrams per deciliter (mg/dl) of blood were 

considered diabetic and included in the experiment.

Blood glucose levels were analyzed during the experiment using an Accu-Check® 

Active digital blood glucose monitor, by puncturing the tail and perforating the caudal 

vein and with a drop of blood on the test strip, causing minimal stress and pain to the 

animal.

Euthanasia:

At the end of a period of 35 days, the animals were euthanized using a lethal dose 

of the association of Xylazine (20 mg/kg) and Ketamine (20 mg/kg) administered 

intraperitoneally.

Statistical analysis:

All data were tabulated and expressed as mean ± standard deviation (S.D.). The 

variables body weight and glycemic levels were statistically tested by means of one-way 

analysis of variance, using ANOVA, with Tukey post test and Student's t-test, with the 

significance level set at p ≤ 0.05, using the BioEstat program 5.3. Urinary analysis was 

semiquantitative, with values expressed as mean ± SD.
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Figure 1 – Distribution and experimental induction of kidney disease 

and type 1 diabetes by streptozotocin (STZ).

RESULTS

At the end of the experiment, a macroscopic analysis of the kidneys submitted to 

R/I was performed, observing changes in relation to the morphological aspect, volume 

and size of the left kidney when compared to the contralateral kidney, thus confirming 

the CKD. The change in organ color during the procedure was also observed at the time 

of surgery, as can be seen in Figure 2.

Figure 2 – Photograph showing the different moments of induction of the renal 

model. Where (a) presents the organ with normal coloration; (b) shows the color 

change during ischemia and (c) shows the kidney in the process of reperfusion.

For the detection of renal alterations, the semiquantitative determination of 10 Uri-

Color Check Wama Diagnóstica parameters was performed using the urine analysis test 

strips. Changes were observed in pH, density, urobilinogen and urinary glucose, as well 
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as the presence of protein and leukocytes in G2 animals, confirming nephropathy. While 

the animals in the control group (G1) showed normal parameters during the analysis, as 

shown in table 1 and figure 3.

Table 1 – Values of urine analysis parameters by the tape 

expressed as mean ± SD, analyzed intergroup and intragroup 

in a sample of 10 animals.

Urine analysis G1 G2

Urobilinogen 0.1.±0.0 1.5±0.5

Glucose 0.0±0.0 60.0±49.0

Ketone bodies 0.0±0.0* 0.0±0.0*

Bilirubin 0.0±0.0* 0.0±0.0*

Protein 0.0±0.0 52.0±39.9

Nitrite 0.0±0.0* 0.0±0.0*

pH 0.0±0.0 6.2±0.2

Blood/Hemoglobin 0.0±0.0* 0.0±0.0*

Density 1000.0±0.0 1020.5±4.2

Leukocytes 0.0±0.0 1.6±0.5
G1: Healthy group. G2: DM + KD group. Semi-quantitative data on 

urinary analysis parameters in a randomized sample of 10 animals. 

* normality parameters identified in the samples.

Figure 3 – Urinary Analysis. Comparative graph between 

groups in a sample of 10 animals. Values expressed as mean 

± SD.

Page 12 of 19

https://mc04.manuscriptcentral.com/acb-scielo

Acta Cirúrgica Brasileira

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



 60 

 
 

 
 
 

For Review Only
The results of weekly glycemic levels according to the time of analysis and groups G1 

and G2 are shown in Table 1 and Figure 4. After 7 days of the DM induction protocol in 

the animals, in 24 of the 32 induced animals, there was an increase in glycemic levels 

characterizing the disease. There was a significant difference between groups and 

intergroups when compared at the times evaluated, with a significance level of p ≤ 0.05, 

as shown in Table 2 and Figure 4.

Table 2 – Weekly glycemic levels. Values expressed as mean ± SD.

Groups T0 T1 T2 T3 t Test

G1 121.1±15.9 132.5±16.1 145.3±17.9 150.3±16.8 0.0001*

G2 139.7±16.0 237.8±17.4 314.7±26.7 371.7±25.8 0.0001*

ANOVA 0.0004* 0.0001* 0.0001* 0.0001*

Tukey 0.01* 0.01* 0.01* 0.01*

Results are presented as mean ± SD of mean. Comparisons in relation to times: One-way repeated 

measures ANOVA, with Tukey's post-test. The numbers expressed in the columns represent the 

differences in the glycemia of the animals at different times. Comparisons between diabetic and 

non-diabetic animals at different times: Student's t test. Statistical differences are indicated by *, 

p<0.05.

Figure 4 – Weekly glycemic levels (mg/dl). Comparative 

graph between groups at four times (T0, T1, T2 and T3). 

Values expressed as mean ± SD.

During the experiment, the animals had their body weight measured weekly. It 

was noted that G1 presented higher average body weight throughout the experiment when 

compared to G2. At T0, there was no statistically significant difference between the 
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groups (G1 25.9±1.8 and G2 26.1±1.8). However, at times 1, 2 and 3 there was a 

significant difference between the groups, where G1 presented higher average body 

weight when compared to G2, with a significance level of p ≤ 0.05. These data were 

expressed as mean and standard deviation as shown in Table 3 and figure 5.

Table 3 – Weekly Body Weight. Values expressed as mean ± SD.

Groups T 0 T 1 T 2 T 3 t Test

G1 25.9±1.8 27.5±1.3 28.9±1.4 29.7±1.0 0.0001*

G2 26.1±1.8 24.9±1.1 27.3±1.7 27.3±1.4 0.0086*

ANOVA 0.6922ns 0.0001* 0.0013* 0.0001*

Tukey ns 0.01* 0.01* 0.01*
Results are presented as mean ± SD of mean. Comparisons in relation to times: One-

way repeated measures ANOVA, with Tukey's post-test. The numbers expressed in 

the columns represent the differences in the body weight between diabetic and non-

diabetic animals at different times: Student's t test. Statistical differences are indicated 

by *, p<0.05. Values no statistical differences are indicates by ns (no significant).

Figure 5 – Weekly body weight (grams - g). 

Comparative graph between groups at four times (T0, 

T1, T2 and T3). Values expressed as mean ± SD.

DISCUSSION

The procedures for inducing diabetes and kidney disease had already been 

performed at the LMED-UFMS, but in different species and experimental conditions, 

considering and analyzing the disease models in isolation.
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The animal disease models induced in this experiment in mice concomitantly 

presented all characterization results similar to the models already demonstrated in rats 

(diabetes and kidney disease), as well as in rabbits with kidney disease11,12,13,14. The first 

study relating diabetes and kidney disease dates from 2003, where the condition was 

studied in obese db/db rats 15. Studies show that mice are more susceptible to the toxic 

effects of streptozotocin and that this animal model resembles and allows the reliably 

recapitulation of the morphological changes of human diabetic nephropathy 5, 15. 

There were no deaths at the time of ischemic induction of renal disease. For the 

induction of diabetes, the animals in this group were fed a high-fat diet, in order to avoid 

the risk of reversing the hyperglycemic condition and thus corroborating the evolution of 

the disease, since, according to Bazzano et al.11, renal disease due to ischemia and 

reperfusion is progressive and, on the 14th, postoperative day, it already presents 

important parameters of chronicity.

At the end of the experiment, regarding the established renal model, a macroscopic 

analysis of the kidneys submitted to R/I was performed, observing significant changes in 

relation to the morphological aspect, volume and size of the left kidney when compared 

to the contralateral kidney, thus confirming the CKD. The change in organ color during 

the R/I procedure was also observed at the time of surgery, as can be seen in Figure 2, as 

described in the literature by Bazzano et al. 11

The administration of a single dose of STZ injection (150 mg/kg, i.p.), after fasting 

for 12 hours, followed by a high-fat diet Rhoster, for 7 days, and aqueous glucose solution 

(10%) for 24 hours, allowed to reproduce the DM model, after 7 days of induction in the 

animals, in 24 of the 32 induced animals. There was a significant difference between 

groups and intergroups when compared in the evaluated times, as shown in Table 2 and 

figure 4. This finding corroborates the results obtained by He et al.16, where after 

administration of i.p. of STZ in a single dose of 120 mg/kg, 17 of the 20 animals that 

underwent the procedure showed increased glycemic levels, being considered suitable for 

the experiment. In an experimental study Sudirman et al.17, used a high dose of STZ (150 

mg/kg of body weight, single dose) for the induction of type 1 DM followed by 12 hours 

of offering an aqueous solution of glucose (10%) ad libitum, they were successful since 

of the 18 animals that received the i.p injection all had fasting hyperglycemia and 

increased serum glucose levels. Tang et al.18, in their comparative study of renal disorders 

in human and animal patients, for induction of the experimental model of diabetes 
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associated with renal disease, used a dose of 150 mg/kg of STZ in female mice, injected 

in two doses per via i.p.

For this study, the administration of a single dose of streptozotocin for induction 

of Diabetes was chosen in order to minimize the stress of the procedure for the animals. 

It is justified, since intermediate to high doses have been proven, in previous studies, to 

be effective for inducing the diabetic model, since they affect the beta cells of the 

pancreatic islets19. After the conclusion of the experiment, the animals were euthanized.

Numerous studies have pointed out the cytotoxic effect of STZ on pancreatic beta 

cells, which justifies its application and effectiveness in inducing diabetic animal models. 

In this study, a single-dose diabetic animal model was carried out in order to avoid rapid 

necrosis of the beta cells of the pancreatic islets in the short term, as presented in the study 

by Sun et al.19

DM is a chronic metabolic syndrome of carbohydrates, lipids and proteins, due to 

defective or insufficient secretory response of the hormone insulin, which results in 

hyperglycemia, hypoinsulinemia, ketoacidosis, polydipsia, polyuria, polyphagia and 

weight loss1. During the experiment, the animals had their body weight measured weekly. 

It was noted that G1 had a statistically significant higher mean body weight throughout 

the experiment when compared to G2, with a significance level of p ≤ 0.05. These changes 

are reported as likely to cause numerous complications, from delay in the tissue repair 

process resulting from biochemical changes, as well as cardiomyopathies, 

encephalopathies, neuropathies and nephropathy 1,3.

Currently, Diabetes, recognized as a socioeconomic disease, is considered one of 

the main causes for the onset of kidney disease (KD) in developed countries. Diabetic 

nephropathy is the major cause of KD in the world, which can lead to death3,4,20.

Hyperglycemia causes several metabolic changes. Activation of protein C kinase 

increases the production of ROS, due to the overproduction of nitric oxide in the 

mitochondrial chain, generating oxidative stress. This process then gives rise to an 

inflammatory response, in view of the increase in free radicals, which results in ischemic 

injury, since there is a reduction in antioxidant defenses 6, 7, 8, 9.

This experiment meets the need for well-established disease models, with low cost 

and the possibility of using few animals during induction. Thus, the model of chronic 

kidney disease, surgically induced by ischemia and reperfusion, allows the animals to 

remain alive and able to receive the STZ diabetes induction protocols, since nephropathy 
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is one of the main complications of the disease DM frame. Therefore, this model will 

allow the expansion of new studies regarding the complications of these pathologies.

CONCLUSION

The 10-minute period of renal ischemia, followed by reperfusion, significantly altered the 

macroscopic aspects, such as size, volume and renal morphology, as well as biochemical 

aspects indicating renal disease.

The administration of a single dose of streptozotocin (150 mg/kg, STZ, i.p.) caused an 

irreversible increase in the glycemic levels of the animals and during the entire period 

observed, compatible with DM.

All mice remained alive, with clinical signs of the experimentally induced diseases for 35 

days.

This study allowed us to conclude that it is possible to maintain a dual experimental model 

of kidney disease and diabetes for other studies and experiments for a sufficient 

evaluation period.

Additional studies are needed to establish the degeneration of renal function with the 

duration of diabetes.
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate and describe the effect of electrophysical resources laser therapy (LLLT), intravascular laser blood irradiation 
(ILIB), and cryotherapy on the healing process of neurotendinous injury, as well as possible systemic changes, in the experimental 
model of type 1 diabetes associated with kidney injury. Methods: The animals were randomized into four groups: G1) healthy control 
with untreated injury; G2) healthy control with injury and treatment; G3) disease control with untreated lesion; G4) disease with injury 
and treatment. Furthermore, the treated groups were divided into three, according to the type of treatment. All animals were induced to 
neurotendinous injury and treated according to the therapeutic protocols. Healing and inflammation were analyzed by semiquantitative 
histopathological study. Results: It was observed in sick animals treated with cryotherapy and ILIB reduction of inflammatory exudate, 
presence of fibroblasts and organization of collagen, when compared to the effects of LLLT. Moreover, there was reduction in glycemic 
levels in the group treated with ILIB. Conclusions: Cryotherapy promoted reduction in inflammatory exudate and organization of 
collagen fibers, in addition to the absence of signs of tissue necrosis, in the groups treated with and without the disease. ILIB therapy 
showed the same findings associated with significant reduction in glycemic levels in the group of diseased animals. The application of 
LLLT showed increased inflammatory exudate, low organization of collagen fibers and low sign of tissue degeneration and necrosis. 
This study in a model of associated diseases (diabetes and kidney disease) whose effects of electrophysical resources studied after 
neurotendinous injury allows us to verify histopathological variables suggestive of patients with the same comorbidities.
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Introduction

Diabetes mellitus (DM), a socioeconomic disease, understood as a chronic metabolic syndrome, results from defective or 
insu!cient secretory response of the hormone insulin, resulting in hyperglycemia1. "is can lead to numerous complications, 
from delayed tissue repair due to biochemical changes, as well as cardiomyopathies, encephalopathies, neuropathies and 
nephropathies1. "ese complications a#ect function and quality of life, resulting in disability and reduced productivity2.
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Effect of electrophysical resources on healing of neurotendinous injury in an experimental model of type I diabetes and 
kidney disease

Microvascular complications occur in all types of diabetes, which in turn corroborate to the emergence of the main 
complications that a!ect diabetic patients. Retinopathy stands out, which causes visual problems, increased incidence of falls 
and blindness; nephropathy, which in turn causes severe chronic kidney disease, leading to renal replacement therapy and even 
death; and peripheral neuropathy, which causes orthostatic hypotension, dysautonomia, foot ulcers, and limb amputations2.

High blood glucose levels promote activation of protein C kinase, which leads to the production of nitric oxide, promoting 
oxidative stress, increasing the synthesis of free radicals, which result in ischemic injury and delay in the healing process3-5. 

Among the complications arising from the pathological condition, diabetic peripheral neuropathy is a disorder commonly 
rehabilitated by physical therapists, using physical and phototherapeutic resources, e!ective in controlling painful process, 
in"ammations, edema, tissue regeneration and repair, revascularization, nutrition, and tissue oxygenation1,5,6. 

#e therapeutic approach through low-cost physical resources, such as laser therapy, intravascular laser irradiation of 
blood therapy (ILIB), and cryotherapy, has shown e!ective results in tissue repair and minimization of tissue damage7.

To generate biological e!ects when reaching the tissues, the laser light must be absorbed by the target tissue. LLLT in 
healthy tissues is able to produce reactive oxygen species (ROS). However, when applied under conditions of oxidative 
stress, there is reduction in ROS synthesis8.

On the other hand, ILIB therapy, in addition to the expected e!ects of laser therapy, modulates the signaling of reactive enzymes 
in the respiratory chain, through mitochondrial components, inducing positive e!ects on the expression of immunoglobulins, 
interferons and interleukins, being able to promote an increase in the supply of oxygen to the tissues, ceasing tissue hypoxia, 
normalizing metabolism, and improving the oxidation of energy transport molecules, glucose and pyruvate, due to the greater 
production of adenosine triphosphate. Recent studies have pointed out its use in several systemic conditions8,9.

#ere are data in the literature that prove the power to weaken and delay the in$ltration of in"ammatory cells a%er the 
application of cryotherapy, which can be explained by the vasoconstriction induced by cold, promoting reduction in cell 
permeability and lymphatic vessels and capillaries, which, in turn, reduces leakage of liquid into the interstitium10.

It is believed that the electrophysical resources used in the physiotherapeutic rehabilitation of patients only promote local 
e!ects, not being able to interfere with the systemic metabolism of individuals a!ected by DM and chronic kidney disease.

#erefore, the aim of the present study was to evaluate the e!ect of electrophysical resources (laser therapy, ILIB and 
cryotherapy) on tissue healing and possible local and systemic metabolic changes, in an experimental model of diabetes-
associated kidney disease, mimicking a diabetic nephropathy.

Methods 

#e present study is experimental research using animals. It was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals 
(CEUA) of the Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), Protocol no. 1.065/2019.

#e experiment was conducted at the Laboratory of Experimental Models of Disease of the Faculty of Medicine (FAMED) 
of the UFMS.

Sixty-four adult female mice (Mus musculus) of the Swiss strain were used, weighing approximately 20 g, with an average 
age of 50 days old.

#e animals were accommodated in a ventilated rack with individual transparent polycarbonate microisolators, with direct 
air injection. During the entire experiment, the animals were kept in an acclimatized room with controlled environmental 
conditions of temperature, 12-hour light/dark cycle and humidity.

A%er the establishment of the disease models, they were fed a standard balanced commercial diet speci$c for the species 
and access to water ad libitum. 

#e experiment lasted 35 days. #e animals were adapted to the environment for seven days before starting the animal 
disease model protocols.
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Experimental design

!e animals were randomized into four groups: 
• Group 1 (G1): healthy control with untreated injury (n = 8); 
• Group 2 (G2): healthy control with injury and treatment, subdivided into three subgroups, L (low-level laser therapy 

treatment), n = 8, I (intravascular laser irradiation of blood treatment), n = 8, and C (cryotherapy treatment), n = 8; 
• Group 3 (G3): disease control with untreated lesion (n = 6); 
• Group 4 (G4): disease with injury and treatment, subdivided into three subgroups, L (low-level laser therapy treatment), 

n = 6, I (intravascular laser irradiation of blood treatment), n = 6, and C (cryotherapy treatment), n = 6 (Fig. 1).
Groups G3 and G4 were composed of animals induced to the model of kidney disease associated with diabetes. Animals 

that did not present hyperglycemia (> 200 mg/dL) were excluded from the groups.

64 animals

Euthanasia

L
(Laser therapy)

n = 8

L
(Laser therapy)

n = 6

C
(Cryotherapy)

n = 8

C
(Cryotherapy)

n = 6

I
(ILIB)
n = 8

I
(ILIB)
n = 6

Ecluded: 
Non Diabetes 

n = 32

Mice Old
50 days

Beginning of 
Experiment

7 daysAcclimatization 
Phase

KD Induction

Glucose 
Monitoring

Glucose 
Monitoring

Neurotendinous 
Injury

Treatment
Glucose 

Monitoring
Glucose Monitoring

Euthanasia

STZ - Induced 
Type I Diabetes 

(150mg/kg)

14 days

21 days

21 days

28 days

29 days

*5 consecutive 
days*

G1
(Healthy Control With 

Untreated Injuries)
n = 8

G3
(Disease Control With 

Untreated Injuries)
n = 6

G2
(Healthy Control With 

Treatment Injuries)

G4
(Disease With 

Treatment Injuries)

Diabetes+Renal 
group
n = 32

Control Group
n = 32

ILIB: intravascular laser blood irradiation; KD: kidney disease; STZ: streptozotocin.
Figure 1 - Flowchart of the distribution of animals in groups and protocols. !e #owchart shows the random division 
of animals into groups: G1 (healthy control with untreated injury); G2 (healthy control with injury and treatment), 
subdivided into subgroups L (low-level laser therapy treatment), I (intravascular laser irradiation of blood treatment), 
and C (cryotherapy treatment); G3 (disease control with untreated lesion); G4 (disease with injury and treatment), 
subdivided into subgroups L (low-level laser therapy treatment), I (intravascular laser irradiation of blood treatment), 
and C (cryotherapy treatment). While the timeline illustrates the phases of the experiment: acclimatization period (seven 
days), kidney disease induction (14 days), glucose monitoring (21 days), induction of the streptozotocin type I diabetes 
protocol (21 days), glucose monitoring (28 days), neurotendinous injury protocol (29 days), $ve days of consecutive 

treatment, and glucose monitoring and glucose monitoring, before euthanasia (35 days).

Procedures

Diabetes-associated kidney disease

!e diabetes-associated kidney disease model was performed according to experiments previously performed at the 
Laboratory of Experimental Models of Disease of the UFMS, as described ahead:
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• Renal ischemia and reperfusion, by aseptic surgery11-13;
• Kidney damage was monitored for 14 days, using urine dipstick tests, in which renal damage was veri!ed by the 

parameters pH, density, urobilinogen, and urinary glucose, as well as the presence of proteinuria and leukocytes. 
Renal  damage was monitored for 14 days, using a urine reagent strip, by semiquantitative determination of 10 
parameters by chemical reaction, in which the kidney was selected by the parameters pH, density, urobilinogen, and 
urinary glucose, in addition to the presence of proteinuria and leukocytes;

• A#er 14 days of surgery for induction of kidney disease, the animals comprising the diseased groups were injected 
intraperitoneally (i.p.) in a single high dose of 150 mg/kg of streptozotocin for induction of diabetes; 

• A#er 2 hours of induction, they began to receive a high-fat Rhoster diet for seven days, with water replaced by 
aqueous glucose solution (10%) for 24 hours. A#er this period, they returned to the standard diet of food and water 
ad libitum;

• Blood glucose levels were analyzed during the experiment using a digital glucose monitor, and the animals that showed 
results >200 mg/dL were also considered diabetics;

• All animals underwent neurotendinous injury.

Tibial nerve and common calcaneal tendon injury

• $e neurotendinous injury protocol was performed on the seventh day a#er the induction and con!rmation of the 
hyperglycemic condition in the animals; 

• $e animals were submitted to inhalational anesthesia with iso%urane (3-5%), and then manual restraint was performed, 
holding the skin of the dorsocervical region between the index and thumb !ngers and !xing the tail between the little 
!nger of the hand;

• Under inhalation anesthesia with isoflurane (3-5%) and manual restraint, the structures (common calcaneal 
tendon and tibial nerve) of the left hind limb (LHL) were compressed with a curved Kocher hemostat for 
15 seconds (Fig. 2);

• $e glycemic levels were checked: before the induction of the DM protocol by streptozotocin; seven days a#er 
disease induction and a#er DM induction and con!rmation; a#er neurotendinous injury and the beginning of the 
therapeutic protocol; on the !#h and the last day of treatment, to con!rm if the animals remained diabetic; the last 
glycemic measurement was performed before euthanasia to determine whether or not there was a reversal of the 
diabetic condition.

• At the end of the procedure, they were returned to their individual microisolators. A#er 24 hours of the traumatic 
injury, the animals were randomly redistributed between the groups and prepared for the beginning of the 
therapeutic protocols.

(a) (b)

Figure 2 - Compression of local le# hind limb structures (tibial nerve and common calcaneal tendon). 
(a) Containment. (b) Local region compressed by the forceps.
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Irradiation with low-intensity laser therapy

The animals in Groups 2 and 4 of subgroup L were submitted to a protocol of low-intensity, infrared laser therapy 
irradiation, through direct punctual application in the injured area in the LHL, at the frequency of one application 
daily for five consecutive days (Fig. 3). The therapeutic laser equipment used for the procedure was branded DMC 
Therapy EC.

(a) (b)

Figure 3 - Irradiation with low intensity laser therapy. (a) Parameter of energy and application. (b) – Direct 
punctual application. Parameters: 808 nm, continuous, 30 seconds, 100 mW, 3 J/cm2, 3 J, 1 cm2 area.

Intravascular laser irradiation of blood 

"e animals in Groups 2 and 4 of subgroup I were submitted to a protocol of intravascular blood irradiation with red 
laser, by means of direct punctual application in the region of the femoral artery of the limb contralateral to the lesion, at 
the frequency of one application daily, for #ve consecutive days, for a week (Fig. 4). "e therapeutic laser equipment used 
for the procedure was branded DMC "erapy EC.

(a) (b)

Figure 4 - Intravascular blood irradiation with laser. (a) "erapeutic laser equipment. (b) Direct punctual 
application in the femoral artery. Parameters: 660 nm, continuous, 360 seconds, 100 mW, 36 J/cm2, 36 J, 1 cm2 area.

Cryotherapy by immersion

"e animals of Groups 2 and 4 of subgroup C were submitted to a protocol of cryotherapy by immersion, at the frequency 
of one application daily for #ve days, in a period of one week. "e animal had its injured limb immersed in a container with 
water and ice, at an average temperature of 8-10°C for 1 minute (Fig. 5).
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(a) (b)

Figure 5 - Immersion cryotherapy. (a) Average temperature 8-10°C. (b) Animal submitted to the 
cryotherapy protocol.

Sample collection and processing

At the end of the experiment, the animals were euthanized with a lethal dose of anesthetic via i.p., ketamine (20 mg/kg) 
and xylazine (20 mg/kg).

Portions of the tendon and nerve were collected. "e piece containing the tendon and nerve was sent for histopathology, 
#xed in 10% formalin, and later processed for cutting at 5 μm and stained with hematoxylin and eosin (HE).

Statistical analysis

All data were tabulated and expressed as mean ± standard deviation (SD). A$er characterizing the variables, based 
on the histopathological study, a descriptive study of the #ndings was carried out, in addition to verifying the possible 
relationships between the variables. "us, a semiquantitative analysis of the data obtained in the histopathological analysis 
was performed, based on the images captured from the values were assigned for the analysis according to the frequency of 
characteristic cells of the in%ammatory and healing process. "us, it was considered: 
• Very: 5; 
• Frequent: 4; 
• Regular: 3; 
• Low: 2; 
• Absent: 1.

"e variables of glycemic levels and semiquantitative analysis of the sections of the anatomopathological pieces were 
statistically tested by means of one-way analysis of variance, with Tukey’s post-test and Student’s t-test, with signi#cance 
level determined at p ≤ 0.05, using the program BioEstat 5.3.

Results

"e animal model of kidney disease associated with diabetes in Mus musculus mice allowed the study and comparative 
analysis of the e&ect of the application of di&erent electrophysical resources in acute conditions in the face of tissue injury.

"e glycemic data evaluated over the experimental period allowed us to observe that there were statistically signi#cant 
di&erences in the groups at the analyzed moments. "ere were no statistically signi#cant di&erences in glycemic levels 
between the healthy groups (G1, G2C, G2L, and G2 I). Groups G3, G4C, G4L and G4I had statistically signi#cant means 
higher than groups G1, G2C, G2L, and G2I, at moments M1, M2 and M3, with a signi#cance level of p ≤ 0.05. "e G4I 
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(247.0±6.9) showed a statistically signi!cant reduction in glycemic levels at the end of the therapeutic protocol when 
compared to the other groups G3 (353.3±9.1), G4C (361.3±15.9) and G4L (336.8±15.9). "ese data are presented in Table 1.

Table 1 - Weekly glycemic levels. Values expressed as mean ± SD#.

Groups M0 M1 M2 M3 T Test
G1 117.5±18.0 123.6±16.7a 118.4±13.0a 134.4±20.5a 0.0424ns

G2C 113.5±17.2 126.0±21.0 118.3±14.9 130.6±14.5 0.0560ns
G2L 108.6±12.1 116.8±15.8 133.1±25.6 127.8±14.1 0.0007*
G2I 111.9±11.0 125.5±13.7 124.5±13.3 135.4±12.5 0.0055*
G3 120.0±8.1 229.7±4.6 296.7±5.3 353.3±9.1 0.0001*

G4C 131.0±20.1 221.8±10.6c 283.5±11.1c 361.3±15.9c 0.0001*
G4L 133.0±19.7 226.8±5.7d 258.5±13.2d 336.8±15.9d 0.0001*
G4I 115.2±11.8 265.8±15.6b 333.2±16.4b 247.0±6.9b 00001*

ANOVA 0.049ns 0.0001* 0.0001* 0.0001*
SD: standard deviation; ANOVA: analysis of variance; #results are presented as mean ± SD of mean. Comparison’s overtime: one-way repeated measures ANOVA, 
with Tukey’s post-test. "e letters expressed in the columns represent the di#erences in the glycemia of the animals at di#erent times. Comparison between groups: a) 
statistically signi!cant di#erence between G1 and G3; b) statistically signi!cant di#erence between G3 and G4I; c) statistically signi!cant di#erence between G4C and 
G4I; d) statistically signi!cant di#erence between G4L and G4I. Comparisons between diabetic and non-diabetic animals at di#erent times: Student’s t-test. Statistical 
di#erences are indicated by *, p<0.05; ns: values without statistical di#erences (no signi!cant).

In Fig. 6, it was observed that G2C (Fig. 6a) and G1 (Fig. 6b) presented better morphological analysis, with absence of in$ammatory 
cells, focal areas of degeneration and a certain organization of collagen !brils. "e other groups, G2L (Fig. 6c) and G2I (Fig. 6d), 
showed mononuclear in$ammatory in!ltrate (predominantly activated macrophages) in almost all animals, a certain intensity 
of degeneration and nuclei of active !broblasts in the peritendinous region. In none of the groups areas of necrosis observed.

(a)

(c)

(b)

(d)

Figure 6 - (a) (G2C): Photomicrograph of a tendinous segment showing the presence of !broblasts (arrows) in dense modeled 
connective tissue. (b) (G1): Tendon segment also showing !broblast nuclei (arrows), dense connective tissue sheath (star) 
and areas of degeneration (asterisks). (c) (G2L) and (d) (G2I): Tendon segments showing area of mononuclear in$ammatory 

in!ltrate (star) and !broblast nuclei (arrows). 40x magni!cation, hematoxylin and eosin staining.

Intensity of macrophages, in!ltrate, reactive lymphoid tissue, !broblasts, !brosis, focal degeneration, and collagen 
organization were observed, with a signi!cant di#erence between groups G1, G2C, G2L and G2I in all variables when 
compared with each other, with a signi!cance level of p ≤ 0.05 (Fig. 7).
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Figure 7 - Comparisons between groups: analysis of variance of one-way repeated measures, with Tukey’s post-test. 
Representation of the semiquantitative analysis of the sections of the anatomopathological parts of the groups (G1, G2C, 
G2L and G2I). G2C presented better statistically signi!cant results in relation to G1, G2L and G2I, illustrated by the star 

symbol. Results are presented as mean ± standard deviation of mean.

In the descriptive qualitative histopathological analysis, it was possible to observe the patterns between the groups in 
relation to the organization of collagen !bers, presence of cellular tissue, in#ammatory in!ltrate, and signs of degeneration. 

Figure 8 presents the histopathological results of animals with comorbidities. It was observed that G4I (Fig. 8c) 
presents a better morphological analysis, with a smaller number of in#ammatory cells, present in focal areas, without 
areas of degeneration and some reorganization of collagen !brils. $e other groups, G4C (Fig. 8a), G4L (Fig. 8b) and G3 
(Fig. 8d), showed in almost all animals a mononuclear in#ammatory in!ltrate (predominantly activated macrophages), 
in all histological sections, a certain intensity of degeneration, except in G4L, with active !broblast nuclei, mainly in the 
peritendinous region. No areas of necrosis were observed in any of the groups.

(a)

(c)

(b)

(d)

Figure 8 - (a) (G4C): Photomicrograph of a tendon segment showing the presence of !broblasts (arrows) in dense 
patterned connective tissue and an area of peritendinous in#ammatory in!ltrate (star). (b) (G4L): Tendon segment also 
showing !broblast nuclei (arrows) and area of peritendinous in#ammatory in!ltrate (star). (c) (G4I) Tendon segment 
with lower intensity of in#ammatory cells (star). (d) (G3): Tendon segments showing area of mononuclear in#ammatory 

in!ltrate (star) and !broblast nuclei (arrows). 40x magni!cation, hematoxylin and eosin coloring.
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Signi!cantly di"erent intensity of macrophages, in!ltrate, reactive lymphoid tissue, !broblasts, !brosis, focal degeneration, 
and collagen organization were observed between G3, G4C, G4L and G4I, indicating the presence of an in#ammatory 
process and the beginning of the healing process a$er the injury. %e G4I presented better statistically signi!cant results 
in relation to the variables studied when compared to G3, G4C and G4L, with a signi!cance level of p ≤ 0.05. G4L also 
presented statistically signi!cant better results when compared to G3 and G4C, when a lower intensity of reactive lymphoid 
tissue, !brosis and focal degeneration were observed, with a signi!cance level of p ≤ 0.05. Figure 9 presents a graphical 
representation of these data.
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Figure 9 - Comparisons between groups: analysis of variance of one-way repeated measures, with Tukey’s post-test. 
Representation of the semiquantitative analysis of the sections of the anatomopathological parts of the groups (G3, G4C, 
G4L and G4I). G4I presented better statistically signi!cant results in relation to G3, G4C and G4L, illustrated by the star 

symbol. Results are presented as mean ± standard deviation of mean. 

Discussion

%e literature reports that the induction of the kidney disease model by ischemia and reperfusion, by compression of the 
renal pedicle, causes local injury to the kidney, that su"ers ischemia, and also to the contralateral kidney by the metabolic 
responses of reperfusion11.

Considering that the comorbidity models chosen in this study are, by themselves and separately, highly debilitating for 
the animals and of low survival, the association of the protocols in this study did not worsen the condition of life and/or 
survival a$er the installation of the illnesses.

%e feasibility of using mice is due to the feasibility of producing their biological characteristics, in addition to having 
greater sensitivity to the use of streptozotocin. Previous studies allowed the e"ective induction of the kidney disease animal 
model in other animal species of the rodent class11-13.

Patterns between groups were observed and described in relation to the organization of collagen !bers, presence of 
cellular tissue, in#ammatory in!ltrate, and signs of degeneration.

DM is a metabolic syndrome characterized, among other signs and symptoms, by hyperglycemia, in other words, high 
serum glucose. %is, in turn, causes microvascular changes that a"ect various organs and tissues, mainly induced diabetic 
nephropathy, diabetic neuropathy, and diabetic retinopathy. %e healing process of patients with DM is modi!ed by several 
factors, resulting from the hyperglycemic condition, among them the suppression of in#ammatory responses, decrease in 
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angiogenesis and growth factors, alteration in cell proliferation (keratinocytes, !broblasts and endothelial cells), increased 
cellular apoptosis and defects in collagen deposition. It is believed that the control of glycemic levels is essential to prevent 
the emergence of these complications. "erefore, it is necessary that the appropriate treatment is carried out correctly and 
as soon as possible14,15.

During the normal tissue repair process, !broblasts are stimulated to proliferate and migrate to the injury site in order 
to synthesize collagen to restore tissue integrity14. In this study, no signi!cant di#erences were observed in glycemic levels 
between the healthy groups with lesions (G1, G2C, G2L and G2I), a$er the application of electrophysical resources, which 
suggests that the use of resources was not able to promote changes in the healthy organism at a systemic level.

"e therapeutic protocol adopted for !ve consecutive days aimed to analyze the initial e#ects of the application of di#erent 
electrotherapeutic resources: immersion cryotherapy, LLLT and ILIB, in the tissue healing process in healthy organisms 
and patients with kidney disease associated with DM. In the literature, there is still little described about the e#ects of the 
application of these resources, in view of the conditions of these associated metabolic disorders10,14.

In this study, animals treated with LLLT showed similar results to animals in the control groups. G2L, of healthy 
animals with neurotendinous injury, treated with LLLT (808 nm, 3J/cm2, 30 s, !ve consecutive days), at the end of the 
therapeutic protocol, presented mononuclear in&ammatory in!ltrate, with predominance of macrophages, small signs of 
degeneration, active !broblasts nuclei, mainly in the paratendinous region, with some disorganization of collagen !brils. 
"ese !ndings corroborate the study by Carvalho et al.1, in which the investigators observed, at the end of a period of 
three days of consecutive treatment with LLLT (660 nm, 10 J/cm2), the presence of di#use mononuclear in&ammatory 
exudate, of granulation with moderate amount of newly formed vessels and disorganized arrangement of !broblasts 
and collagen !bers. "ese results were also similar to G4L ones, a model of kidney disease and associated diabetes, 
which received LLLT treatment following the same therapeutic parameters and protocols, and the presence of persistent 
in&ammatory in!ltrate was also observed, with the presence of macrophages and minimal signs of degeneration, common 
to the diabetic picture.

In a review study performed by Tomé et al.8, treatment in diabetic patients with ILIB therapy was e'cient in reducing 
serum glucose levels in patients with type 2 DM. "e protocol adopted was the punctual application of red laser (630 nm) 
for 30 minutes for 14 consecutive sessions, and the patients had their glycemic levels measured by digital monitoring.

"e cryotherapy protocol by immersion (60 s, 8-10°C, !ve consecutive days) adopted presented statistically signi!cant 
results in the semiquantitative histopathological analysis when comparing G2C with G1, G2L and GI. "e time chosen was 
su'cient to cool the area according to the literary !ndings. "ese corroborate the study by Furtado et al.10, who applied in 
their study the protocol of immersion in cold water for !ve consecutive days, a$er a single session of exhaustive exercise, 
with the temperature of 12°C, for 12 minutes, immersing the whole body. "ey also demonstrated that treatment with 
immersion in cold water a$er a session of intense exercise was able to decrease the formation and damage of ROS and 
increase cell viability, favoring a faster recovery of muscle tissue. When observing the disease model groups, there was no 
signi!cant di#erence in relation to the other treated and untreated groups.

The choice of ILIB therapy in the present study was based on its prevalent use in diabetic patients, as shown 
in the review by Tomé et al.8. It was also observed that ILIB is capable of promoting reduction in the levels of pro-
inflammatory interleukin 1 and interleukin 6 and increase in the levels of anti-inflammatory interleukin 10. In this study, 
we observed that, after the application of ILIB therapy, there was a statistically significant reduction in inflammatory 
parameters of G4I when compared to the other groups, with significance of p≤0.05. These results were compatible 
with the histopathological semiquantitative analysis, in which the same group presented better results regarding 
the tissue healing process, which enhances and contributes positively to the findings in the literature regarding the 
benefits of this innovative therapy.

In DM, there is low level serum insulin and high levels of fatty acids. These are oxidized by the liver, producing 
ketone bodies–acetone, acetoacetate and beta-hydroxybutyrate. This process reduces the production of arginine, 
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responsible for the release of insulin, glucagon, adrenal catecholamines, prolactin and growth hormone, deregulating 
endothelial cells and increasing pro-inflammatory cytokines. Therapy with ILIB has shown significant reduction in 
arginase and epidermal growth factor receptor, reduction of neuroinflammation and secondary damage according 
to the literature8.

!e diversity and lack of alignment of parameters for the use of ILIB therapy make it di"cult to standardize and recognize 
the best modes of application for the di#erent systemic comorbidities. However, despite the heterogeneity between the 
parameters of use, studies have shown satisfactory results in the clinical condition of patients, with regard to the modulation 
of in$ammation and reduction of levels of pro-in$ammatory cytokines, as revealed in the study by Tomé et al.8.

Recent studies revealed that the application of ILIB therapy in chronic pathological conditions, such as diabetes and 
kidney injury, promoted bene&cial e#ects in the clinical condition of these individuals, being associated with increased 
oxygen availability, reduction of carbon dioxide pressure, tissue removal hypoxia, normalization of tissue metabolism, release 
of cytokines, modulation of the production of growth factors, and development of new blood vessels9.

Razzaghi et al.9, in their study with patients with acute kidney injury, administered ILIB to patients (450 nm, 1.5 mW, 
continuous, 30 min), through a local catheter, for three sessions on alternate days, obtaining reduction in the levels of 
neutrophil gelatinase-associated lipocalin in urine and plasma, and normal serum creatinine levels, indicating improvement 
in renal function.

!is study suggests a bene&cial e#ect of ILIB on the in$ammatory and healing process of neurotendinous injury in a 
diabetic and renal model. !e limitation of this study is the lack of description of the e#ects of the ILIB, as well as the fact 
that it is a device that does not allow changes in dosimetry. !e other resources used are described in the literature, but, as an 
option for treatment and rehabilitation in patients with such comorbidities, there is no longer any therapeutic justi&cation16.

!e strengths of the experimental research were the design of the dual animal model of disease and the non-surgical 
protocol for neurotendinous injury, as well as the design of therapeutic protocols that allowed us to observe &ndings 
indicative of better tissue recovery rates in the phase of acute a'er application of immersion cryotherapy and ILIB therapy, 
when compared with application of LLLT.

!e non-surgical protocol for neurotendinous injury, in a model of diseases commonly found as comorbidities for patient’s 
recovery, as well as the design of therapeutic protocols from the daily clinic, allowed us to observe &ndings indicative of 
better tissue recovery rates in its acute phase. !e lesion phase a'er application of immersion cryotherapy and ILIB therapy, 
when compared to the application of LLLT, are consistent with what is o'en observed in patients.

Both pathologies (DM + kidney disease) promote systemic metabolic changes, de&cit in blood supply and reduction in 
oxygen supply, which negatively interfere in the healing process and tissue repair. Based on this assumption, it is necessary 
to carry out new studies at di#erent times to verify the e#ects of resources in the long term.

Conclusions

Cryotherapy promoted reduction in in$ammatory exudate and organization of collagen &bers, in addition to the absence 
of signs of tissue necrosis, in the groups treated with and without the disease.

ILIB therapy showed reduction in in$ammatory exudate and organization of collagen &bers, in addition to the absence 
of signs of tissue necrosis in the group of sick animals. !e animals in this group also showed signi&cant reduction in 
glycemic levels during treatment.

!e application of LLLT showed increased in$ammatory exudate, low organization of collagen &bers and low sign of 
tissue degeneration and necrosis.

!is study, in a model of associated diseases (DM and kidney disease) whose e#ects of electrophysical resources studied 
a'er neurotendinous injury, allowed us to verify histopathological variables suggestive of patients with the same comorbidities.
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