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ABREVIATURAS

atMg - a 1 microglobulina

AGES - produtos da glicolisag@o avancada
DM - diabetes meflitus

HoA1c — hemoglobina glicosilada

IECA — inibidores da enzima conversora da angiotensing
IMC — indice de massa corporal

IRC —~ insuficiéncia renal cronica

MEC — matriz exira celular

NAG ~ N-acetil - § - D - glucosaminidase
ND ~ nefropatia diabética

PA — pressao arterial

PAD — pressdo arterial diastdlica

PAS - pressao arterial sistdlica

RBP — proteina ligadora do retinol

TGF-B4 — transforming growth factor beta 1



INTRODUCAO

1.1 Dados epidemiologicos

A nefropatia diabética (ND) é responsavel por cerca de 36.04% dos casos de
Insuficiéncia Renal Crénica (IRC) em pacientes que se encontram em programas de
hemodialise nos EUA (USRDS 2000). Dados brasileiros demonstraram uma prevaléncia
de 17,8% de pacientes diabéticos em programas de hemodiadlise, num estudo realizado
em 86 de 585 centros de hemodidlise existentes no pais. Sendo 3,2% portadores de
Diabetes Mellitus tipo 1 e 14,6% portadores de Diabetes Mellitus tipo 2. (VIll Registro
Brasileiro de Dialise e Transplante Renal, 1988) . Em estudo recente, realizado no Rio
Grande do Sul, cerca de 26% dos pacientes em didlise apresentaram o diagnéstice de
nefropatia diabdtica (Bruno, 1998).

A uremia se desenvolve em cerca de 50% dos pacientes com DM tipo 1 apos 10
a 30 anos de doenga (Marks, 1965). O estudo DCCT (1995) demonstrou claramente que
um controle glicémico rigoroso reduziu a incidéncia de albumindria e progressdo da
doenca renal diabética. Nos pacientes portadores de DM tipo 2 a progresséo da
nefropatia para o estagio de doenca renal crénica terminal ocorre em 5 a 10%_(Mogensen
et al 1988. Diabetes Melab Rev 4:483-483). No enfanio, como a prevaléncia desse
uitimo grupo é maior, a nefropatia digbética em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 &
a causa mais freqiente de Insuficiéncia Renal Cronica terminal.

Em estudo realizado pela Clinica Joslin, com 17654 pacientes portadores de
Diabetes, estimou-se uma mortalidade relacionada a presenca de doenga renal 17 vezes
maior em diabélicos do que em ndo diabéticos (Entmacheret al, 1964). O risco relativo de
mortalidade em pacientes com nefropatia diabética diagnosticada apés os 45 anos é

estimado ser 2 vezes maior do gue nos ndo diabéticos ( Geiss ef al, 1985).



O conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos do desenvolvimentio dessa
complicagdo cronica é importantissimo e permitira o desenvolvimento de estratégias

adeguadas para 0 seu manejo.

1.2 Nefropatia diabética — microalbumindiria como marcador precoce da doenga

A deteccdo precoce da nefropatia diabética (ND) é exiremamente importante
devido a sua prevaléncia, a morbi-morialidade cardiovascular e a progressao para
insuficiencia renal cronica (IRC) terminal associada (Matfock ef al, 1992, Messent ef
al,1992). Quando a ND é diagnosticada através de métodos classicos, como a detecgdo
de proteindria no exame comum de urina ou a diminuicéo da depuracdo da creatinina
endbégena, pouco se pode fazer para impedir a progresso para a faléncia renal. Por outro
lado, a micrealbuminuria (excrecdo urinaria de albumina enire 30 a 300 mg/24hs),
demonstrada como sendo um marcador de uma fase pré-clinica da ND, refletindo uma
anormalidade da membrana basal do glomeérulo (Parving et al, 1882; Viberti et al, 1982,
Mogensen et al, 1984; Mogensen 1984; Nelson et al, 1891}, € potencialmente reversivel
com a utllizagdo de medidas terapéuticas como o controle pressdrico e o controle
glicémico. O reconhecimento precoce da presenca de lesdo renal é fundamential para
impedir o0 avanco da glomeruloesclerose diabética, Tanto o manejo do controle glicémico
como dos niveis da presséo arterial sdo exiremaments importantes, em pacientes com
Diabetes Mellitus tipo 1 e tipo 2 ( DCCT, 1895, Krolewski ef al, 1995; UKPDS, 1998, Levin
et al, 2000; Tabei et al, 2001).

A microalbuminGria tem sido descrita, dassicaments, como um achado precoce,
ocorrendo numa fase subclinica da doencga renal diabética. Diversos fatores ja foram
implicados no aumento da excrecéo urinaria de albumina, dentre eles: niveis de pressao
arterial ( Cohen et al 2001, Hoffmann et al 2001 jtc et al, 2001 Liese ef al, 2001

Martinez et al, 2001, Olsen et al, 2001), mau controle glicémico (Krolewski et al, 1995;
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Gorman et al, 1999; Olsen et al, 2001; Tabaei et al, 2001) e exercicio fisico. Em relagéo a
esse Ultimo, nosso grupo, em um estudo que envolveu 18 pacientes diabéticos
normoalbumindricos, ndc demonstrou diferenca entre as {axas de albuminunia induzidas
pelo esforco, em relacéo aos controles n&o diabéticos, embora tenha sido demonstrado
que o exercicio € um importante fator contribuinte para o aumento da excrecéo urinéria de

albumina (Bertoluci et al, 1993).

1.3 Microalbumintria: um fator preditivo do desenvolvimento da nefropatia
diabética (proteintGria macica) e da progresséio para insuficiéncia renal crénica

terminal

Varios estudos prospectivos tem definido a microalbumindria como fator preditivo
para ocorréncia de nefropatia diabética em pacientes com Diabetes Mellitus fipe 1
Messent et al (1992) demonstraram |, num estudo prospective com seguimento de 23
anos, que a microalbumindria € um importante fator preditivo tanto para progresséo da
doenca renal diabética (risco relativo de 9,3; para o desenvolvimento de proteinuria
clinica) como para mortalidade cardiovascular ( risco relativo de 2,94); (p < 0,08). Em
outro estudo prospectivo, com seguimento médio de 10 anos, a microalbuminuria foi
demonstrada como um forte fator preditivo para o estabelecimento de nefropatia clinica
(86%) e retinopatia proliferativa (70%) (Mogensen,1984). Os pacientes portadores de
Diabetes Mellitus tipo 1 microalbumindricos apresentaram um risco relativo para o
desenvolvimento de nefropatia diabética 24x maior que 0s pacientes normoalbumintricos,
num seguimento meédio de 14 anos (Viberti et al,1982). A forte associacdo entre o
desenvolvimento da nefropatia clinica e a presenca de microalbumindria em pacientes
portadores de Diabetes Mellitus tipo 1 também foi demonstrada no estudo de Parving e

cols {1982},
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Em relacéo aos pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 , 0 achade da
microalbumindria apresenta um valor preditive para o desenvolvimento de nefropatia
clinica e progressao para insuficiéncia renal cronica menos definido do que em pacientes
portadores de Diabetes Mellitus tipo 1.

. Num estudo dinamarqués prospectivo, com seguimento médio de 10 anos,
realizado com pacienies  portadores de Diabetes Mellitus tipo 2, a taxa de
desenvolvimento de nefropatia clinica foi 4x maior nos pacientes com microalbuminuria
(Mogensen et al, 1984). Numa populacdo de indios PIMA, poriadores de Diabetes Mellitus
tipo 2, durante um seguimento meédio de 4 anos, a incidéncia de nefropatia clinica fol 9,2x

maior entre as microalbuminuricos (Nefson ef al 1981).

1.4 Importancia do controle pressérico

Em estudos nos quais houve tratamento com o cobjetive de normalizar precoce e
intensivamente a pressao arterial, demonstrou-se uma queda significativa na velocidade
de perda da func¢do renal em pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 1 e tipo2
(Parving et al, 1983; Estacio ef al, 2000; Parving et al, 2001). O controle intensivo da
pressao arterial em pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 1 nefropatas reduziu o
risco relativo de morialidade e necessidade de didlise, em 79% e 73%, respectivamente,
indepentemente do farmaco anti-hipertensivo utilizado. (Trocha et al, 1999). Um estudo
multicénirico, randomizado, duplo-cego, placebo-controlado demonstrou uma reducéo de
20% (p= 0,053) dos niveis de microalbumintdria em pacientes portadores de Diabetes
Mellitus tipo 1 nefropatas iniciais normotensos (pelo critério PA <150/90mmHg) , tratados
com ramipril 5 mg, via oral, ao dia (ATLANTIS, 2000). Uma analise retrospectiva,
realizada com pacientes idosos portadores de Diabetes Mellitus tipo2, demonstrou niveis

de presséo arterial significativamente mais altos entre aqueles que apresentaram uma

s
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progressdc dos niveis de excrecdo urinaria de albumina. Nesse mesmo estudo, néo
houve diferenga entre 0s niveis de hemoglobina glicosilada dos dois grupos (ito et al,

2001).

1.5 Importancia do controle glicemico

O estudo UKPDS, um estudo prospectivo realizado com pacienies portadores de
DM tipo 2, no qual se comparou tratamentos intensivos com tratamentos convencionais
em relacdo a hipertensfo arterial | demonstrou uma reducdo de 24% em qualquer
desfecho relacionado com o Diabetes, uma redugdo de 37% no risco de doenca
microvascular, 32% no risco de mortalidade relacionada ao Diabetes e 44% de reducéo
do risco de acidente vascular cerebral nos pacientes do tratamenio intensivo. Em
comparacdo, o controle glicémico intensivo reduziu o risco da doenca microvascular em

25%. {Ukpds, 1998).
1.6 Microalbumindria: um marcador de mortalidade cardiovascular?

Num estudo observacional realizado com 939 pacientes poriadores de Diabeles
Mellitus tipo 1, seguidos durante um tempo médio de 10 anos, a microalbumindria, a
nefropatia clinica estabelecida, a hipertensao arterial, o tabagismo e a idade estiveram
associados a mortalidade cardiovascular. O efeito preditive da microalbumindria sobre a
mortalidade cardiovascular, nesses pacientes, pode, em parte ser explicado pela
progressao da microalbumindria para a nefropatia estabelecida (Rossing ef al, 1996).

Em relagdo aos pacientes poriadores de Diabetes Mellitus tipo 1, também, foi
observado que a microalbuminuria esta relacionada a um aumento da prevaléncia de
hipertensdo arterial, retinopatia proliferativa, cegueira e neuropatia periférica.(Parving et

al, 1988; Rasmussen et al, 1985).
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No estudo de Mogensen et al (1984) ja citado anteriormente, os pacientes
portadores de Diabetes Mellitus tipo 2 microalbumindricos apresentaram um aumento na
iaxa de mortalidade de 148% quanda comparados a mortalidade esperada para aquela
populacdc geral, na mesma faixa etaria, sendo gque as causas-mortis de origem
cardiovascular foram predominantes. Matlock et ai (1882) , em um esiudo prospectivo
com 141 pacientes portadores de Diabetes Melittus fipo 2, demonstraram que a
microalbuminuria € um importante fator preditive de morialidade cardiovascular,
independente de outras variaveis envolvidas, como hipertenso, dislipidemia e tabagismo.
Os mecanismos envolvidos entre a microalbumindria e a morte por doenga cardiovascular
sdo pouco conhecidos. Um estudo populacional demonstrou que a microalbuminuria esta
associada a falores de risco e a morbidade cardiovascular, mesmo na auséncia de
hipertensao arterial e Diabetes (Hillege et al, 2001). A microalbuminuria esta associada a
varios outros potencias fatores de risco cardiovasculares: pressio arterial elevada,
dislipidemia, agregabilidade plaquetaria aumentada, disfuncdo endotelial, insulino
resisténcia e hiperinsulinemia. Dentre as diversas explicacdes propostas para a maior
mortalidade cardiovascular relacionada a microalbuminuria, poderia estar relacionada a
uma vasculopatia, ou melhor, a uma disfuncéo endotelial sistémica. Essa disfuncio
endotelial promoveria o desenvolvimento de um estado de hipercoagulabilidade, que por
sua vez estaria relacionada ac processo de aterogénese (Jensen ef al 1989
Jensen, 1989).Um perfil lipidico que favorece a aterotrombose, bem como uma
hiperfibrinogenemia ja foram descritos em pacientes diabéticos e microalbumindricos
{Jones et al, 1989, Kapelrud et al, 1991). Estudos realizados com pacientes portadores de
Diabetes Melittus tipo 1 microalbumintricos, demonsiraram uma sensibilidade a insulina
dimintida em relagdo aos normoalbumindricos | avaliada através do método do

campleamento euglicémico. (Yip ef a/,1993).

(8]
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1.7 Microalbumintiria: associacio com a neuropatia diabética

Na década de 70, Ewing e cols publicaram um estudo prospectivo, com seguimento
médio de cinco anos, realizado em 73 pacientes e demonstraram uma mortalidade
aumentada entre os pacientes portadores de neuropatia autondmica (53%) em relagéo
aos pacientes diabeticos sem neuropatia (15%) . Em estudo citado anteriormente, a
microalbuminiria, esta associada a presenca de neuropatia periférica (Parving ef al, 1988

Um estudo transversal realizado pelo nosso grupe, com 132 pacientes portadores
de Diabetes Mellitus, demonstrou uma forte associagdo entre a presenca e intensidade da
neuropatia autondmica e a presenga de relino e nefropatia diabéticas (Neumann ef
af, 1885). Na linha de pesquisa em complicacbes crénicas desenvolvida em nosso grupo,
ja foi também demonstrado, num estudo de casos e controles, uma associacéo enire a
presenca de retinopatia diabética proliferativa e neuropatia diabética autondmica
cardiovascular, que apos o ajuste para presenca de nefropatia, hiperienséo arterial e
retinopatia nao proliferativa, apresentou uma razéo de chances de 7,1. (Schmid ef
al, 1985). Os pacientes diabélicos portadores de neuropalia aulondmica cardiovascular
também apresentaram episddios mais frequentes e prolongados de dessaturagdo
notuma, guando comparados aos controles ndo diabéticos. Isto poderia contribuir para o
desenvolvimento de amitmias cardiacas e, consequentemente, de morte subita.
(Neumann, 1985, Schmid et al, 2000)._ O estudo HOORN demonstrou, afravés da
utilizagéo de um escore padronizado de avaliaglo da funcao autondmica cardiovascular,
uma associagéo entre a disfungao autondmica cardiovascular e a presenca de
microalbuminuria nos pacientes portadores de intolerancia a carboidratos ou Diabetes
Mellitus tipo 2, independente da idade e da presséo arterial (Smulders et al, 2000). Nesse
mesmo estudo, o subgrupo de pacientes portadores de Diabetes Melittus tipo 2 e

disfung@o autonomica apresentaram uma taxa de mortalidade duas vezes maior em
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relacdo aos individuos ndo diabéticos, normotensos e sem antecendentes

cardiovasculares (Gerritsen et al, 2001).
1.8 Novos marcadores para a nefropatia diabética

Deste modo, em termos prognésticos, poderia ser melhor a detecglo da ND numa
fase anterior & da microalbumindria, objetivando acbes terapéuticas mais precoces.

Nesse sentido outros marcadores para disfungdo renal do diabetes tem sido
buscados, fals como: fransferrina urindria, 2 imunoglobulina G urinaria, fibronectina
plasmatica e urinaria, laminina P1 sérica e urinéria e o colageno tipo IV sérico e urinério,
como marcadores glomerulares ( Hong et al, 1998).

A concentragao plasmatica da fibronectina apresentou-se elevada num grupo de
pacientes diabéticos tipo 1 em relacao a individuos controles normais, porém a correlagéo
com a albuminuria era fraca (r = 0,35; p< 0,05) (Ozata et al, 1995). Num estudo realizado
com pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 a excrecéo urinaria de colageno tipo
IV e de laminina P1 fol maior que em pacientes nefropatas nao diabéticos, para os
mesmos niveis de creatinina e albuminuria (Banu et al, 1895). O aumento da excrecio
urinaria da transferrina apés o exercicio foi demonstrado em pacientes diabéticos tipo 1
em relacao aos controles normais. Esse aumento foi maior do gue a elevacdo da
albuminuria apds o exercicio que também ocorre nos pacientes diabéticos (O'Donnell et
al, 1991).

A excrecao urinaria de transferrina, albumina, N-acetil-p-D-glucosaminidase
(NAG) encontra-se aumentada em pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 1
portadores de retinopatia. Nesse estudo a transferrintria estava aumentada em 72% dos
pacientes portadores de retinopatia, enquanto que a excrecdo aumentada de albumina
estava presente em 35% (Martin et al, 1992). A excrecdo urindria aumentada de

transferrina, numa fase mais precoce que a microalbumindria, também j& foi descrita em

(9]



pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 2, (Cheung et al, 1989; Konen ef al, 1993).
Além disso, como marcadores tubulares, a B2 microglobulina urinéaria, a proteina ligadora
do retinol urinaria (RBP) e os antigenos da borda em escova ( 0s antigenos tubulares) na
urina estho aumentados em pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 1, numa fase
pré-albumindrica, em relacdo a controles normais (Ginevri et al, 1993). Shimizu et al
(1992) demonstraram uma excrecao urinaria da RBP aumentada em pacientes portadores
de Diabetes Mellitus tipo 2. Em outro estudo foi demonstrada uma correlagao positiva
entre a excrecao urindria da RBP & a albumindria ( Holm et al, 1993). Neri et al (1995)
enconirou nivels plasmaticos aumentados de B2 microglobulina em pacientes portadores
de Diabetes Mellitus tipo2 microalbumintricos em relacdo aos normoalbuminuricos e aos
controles normais. A NAG e a ol microglobuling (@iMG) urindrias, bem com os
marcadores glomerulares transferrina e imunoglobulina G urinarios estavam aumentados
em pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 1, em relagéo aos controles normais
(Kordonouri et al, 1992). O aumento da excrecio da NAG também ja foi encontrado em
pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 2, mesmo nagueles sem evidéncia clinica
de nefropatia (normoalbuminuricos). Nesse mesmo estudo foi encontrada uma correlagéo
positiva enire a excrecdo urinaria day -glutamil transpeptidase e a taxa de fiitracio
glomerular. As alieragdes da excrecdo urinaria da NAG e da y-glutamil transpeptidase
foram reduzidas com a melhora do conirole metabdlico naqueles pacientes sem
nefropatia clinica (lkenaga et al, 1993). A enzima colinesterase também ja foi descrita
como tendo sua excrecéo aumentada em pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 1
(Matteucci et al, 1992).A monitorizacdo da excregdo urindria da proteina de Tamm-
Horsfall, um marcador de lesdo tubular distal, e a a1MG (marcador de lesdo tubular
proximal) ja foi sugerida para o seguimento da evolugdo da nefropatia diabética em

pacientes porfadores de Diabetes Mellitus tipo 1 (Pfleiderer et al, 1993).



Dentre todos o0s possiveis novos marcadores da nefropatia diabélica, o
Transforming Growth Factor beta 1 (TGF-B4) tem recebido grande enfoque da literatura.

1.9 TGF-B, e patogénese da nefropatia diabética

A ND consiste num conjunto de modificacdes estruturais e funcionais que
ocorrem no rim do paciente diabético. As alteracfes estruturais incluem a hipertrofia renal,
o aumento da espessura da membrana basal glomerular, o actmulo de matriz exiracelular
no glomérulo (glomeruloesclerose), a atrofia tubular e fibrose tdbulo-intersticial. As
alteracbes funcionais incluem o aumento da taxa de filtracdo glomerular, a hipertenséo
glomerular, a proteinuria e a hipertensdo arterial sistémica. Essas alieracbes, em
conjunto, levam a uma queda progressiva da funcdo renal, que, por ullimo, determing o
estabelecimento da insuficiéncia renal cronica (IRC). A expansdo mesangial, a hialinose
arteriolar, a esclerose glomerular global e a expansao intersticial foram descritas como
lesbes inter-relacionadas na patogénese da nefropatia diabética, através da realizagéo de
bidpsias percuténeas em pacientes portadores de Diabetes Melittus tipo 1 (Lane ef
al,1983).

Varios fatores tém sido implicados na progresséo da doenca renal, denire eles
encontram-se: predisposicéo genética, caracteristicas raciais (Earle et al, 2001}, controle
dos niveis de presséo arterial, niveis de ingestdo diaria de sal e proteinas, controle
glicémico e intervencéo terapéutica precoce.

0 TGF-B4 & um peptideo pertencente a uma familia de citocinas (TG 4, TGFB,,

TGFgs), com um peso molecular de 25kDa na sua forma ativa composto por duas
subunidades idénticas unidas por uma ponte dissulfeto (Border ef aj, 1996) . Essa citocina
possui uma capacidade especial de indugdo da fibrinogénese. O TGF-B, em estudo

realizado com células epiteliais glomerulares, fol ¢ Unico fator de crescimento capaz de



H

2

modular a producdo de matriz extracelular bem come o aumento simultédneo da produgéo
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pelas células glomerulares mesangiais e epiteliais das proteinas componentes da matriz
extracelular (profeocglicanos, fibronectina, colageno tipo IV e laminina) (Nakamura ef
a/,1992). Em outro estudo, realizado com células mesangiais provenientes de
camundongos, in vitro, foi demonsirado um aumento da sintese de colageno tipo i e IV,
induzido pela hiperglicemia e mediado pela agéo do TGF-§ (Ziyadeh et al, 1994). Através
de suas acdes simulténeas: (1) promocéo da sintese de matriz extracelular, através do
estimulo dos genes responsaveis pelas proteinas da matriz (2) inibicdo da degradacéo da
matriz, afravés da inibicdo da producdo das proieases e aumento da sintese dos
inibidores dessas mesmas proteases, (3) modulacéo da expressio do receptor da matriz
(integrinas na superficie celular) para facilitar as interagdes célula-matriz e (4)
autoinducéo da produgéo do TGF-B, o que amplifica sua acdo (Border ef al, 1994).

O TGFRé um poterte regenerador tissular, com um sistema de aulo -
regulacdo. Um desequilibric nesse sistema poderia ser © responsavel pelo
desenvolvimento da fibrose renal progressiva que ocorre na ND (hipdtese do ciclo
vicioso).(Border ef &, 1897). Reforcando a hipdlese do ciclo vicioso, Yamamoto et al

(1994) demonstraram expressao sustentada a longo prazo do TGF-B4 mRNA em ratos

apods a segunda injecdo com anticorpos reativos contra as células resangiais, que
induziram um processo progressivo de fibrose renal .

Num estudo realizado com ratos Sprague-Dawley com diabetes induzido pela
injecéo de estreptozotocina, houve um aumento de duas vezes da expressdo do TGF-
B1mRNA a nivel glomerular e cortical renal em relac&o aos ratos néo diabéticos, apds a
instalagao da hiperglicemia, durante a fase de hipertrofia renal. O tratamento intensivo
com insulina reduziu a hiperexpressdo do TGF-B1mRNA (Shanklfand et al, 1994). A acéo
pré-esclerdtica do TGF-B induzida por meios hiperglicémicos em células corticais e

mesangiais glomerulares também ja foi demonstrada por varios autores em “in vitro” (
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MNakamura ef al, 1992; Bollineni et al, 1993; Zyadeh et al, 1994; Hoffman et al; 1998,
al 1988; Han ef al, 1899},

Um estudo em ratos com Diabetes induzida pela injecéo de estreptozolocing
demonstrou um aumento da expressdo do TGF-BymRNA a nivel glomerular, poucas
semanas apds o estabelecimento da hiperglicemia (Nakamura et al1993). Estudo
realizado pelo nosso grupo, no mesmo modelo experimental, mostrou que o mMRNA-
TGFR; , além de aumentar precocemente no glomérulo durante a evolugéo da ND, €
acompanhado pela deposicdo da proteina TGF-p , e de coldgeno tipo | a nivel de
mesangio e de algas capilares glomerulares. Nesse mesmo estudo, num seguimento de
40 semanas, foi observada uma correlacdo positiva significativa entre a deposicéo
glomerular do TGF-B; e a carga excretada de albumina (Berfoluci et al, 1986}, Os niveis de
TGF-B4 urinarios também foram relacionados aos niveis de esclerose glomerular e com a
presenca de crescentes em coslhos, (Noh ef a/, 1993

A atividade de transcricdo do gene do TGF-B1 e, consequentemente, a produ¢éo
da proteina TGF-B1 e sua biocatividade foram estimuladas em células mesangiais de
camundongo cultivadas num ambiente rico em glicose (Hoffman ef al, 19598). Quando
cultivadas em ambientes com alias concentracfes de glicose, células corticais renais de
camundongo apresentaram um aumento de 83% na expressdo do TGF-BTImRNA e de
69% na producgdoc de colageno tipo 1 em relacdo as mesmas células quando cultivadas
em ambiente normoglicémico. O efeito da hiperglicemia foi atenuado pela adicéo de
anticorpo anti-TGF-B neutralizante pan-seletivo (Han ef al,1999). Células mesangiais
provenientes de rates, quando cultivadas em meio com concentragbes elevadas de
glicose, apresentam um aumento da expressido do TGF-81 mRNA, que precede o
aumento da sintese de fibronectina. O efeito das altas concentracfes de glicose, nesse
estudo, foi abolido pela adicdo de anticorpo anti-TGF-B (Oh et al, 1998).

Isono e cols (2000) demonstraram um aumento da expressdo dos receptores de



TGF-B¢ (TBIR) nas células mesangiais de camundongos diabéticos estreptozofocing
induzidos. Um aumento da expressao do TGF-B1 mRNA e da ativacio do seu receptor
(TBIIR) também ja fol demonstrado em células glomerulares e tubulares em ratos db/db
(modelo animal experimental do Diabetes Mellitus tipo 2) (Hong ef al, 2001).

Em outro estudo realizado em modelo animal, as células glomerulares de ratos
nao diabéticos, in vitro®, apresentaram um aumento da producéo de colageno através da
adicdo do TGF-Bs. A adigdo de anticorpo anti- TGF-B¢ inibiu esse efeito. Os niveis
circulantes e a expresséo glomerular do TGF-By mRNA encontravam-se aumentados
nas células glomerulares de ratos diabéticos em relagio as células normais (Bolfineni ef
al 1993) . Sharma. et al também demonstraram que a adicio do anticorpo monoclonal
anti- TGF-B4, B2 & Bs reduziu a hipertrofia renal e a expressdo dos genes da matriz
extraceiular em ratos com Diabetes estreptozotocina-induzido, sem promover nenhum
efeifo nos niveis sanguineos de glicose. (Sharma ef a/,1996).

Todas as evidéncias apontadas anteriormente sugerem que o TGF-B, tenha um
papel importanie na inducdo da glomerulossclerose diabética. Os mecanismos
responsaveis pelo aumento dos niveis renais de TGF-§, , no entanto, ainda ndo séo
completamente conhecidos. Ziyadeh e cols (1998) demonstraram, num estudo realizado
com células mesangiais de camundongo "in vitro", que a albumina glicada estimulou a
expresséo do gene do TGF-B, mesmo na presenca de condigbes de normoglicemia. Os
produtos da glicosilacdo avancada (AGES), através da acgdo da proteina quinase C,
aumentaram a sintese do TGF-B bioativo em &ulas mesangiais humanas (Kim ef
al,2001). Recentemente, nosso grupo demonstrou um aumento da albumindria, do TGF-
1 urinario e do transportador de glicose GLUT-1 a nivel cortical. Os resultados permitiram
gspecular sobre a possibilidade de que o aumento dos niveis da proteina GLUT-1 a nivel
cortical ampliaria os efeitos hiperglicémicos a nivel de células mesangiais para o

desenvolvimento da glomerulo-esclerose diabética. ( Schaan et al, 2001).



Em estudos com células mesangiais & glomerulares em meio de cultura foi
demostrado que o estiramento mecénico das paredes celulares (modelo experimental
para simulacdoc do efeito da hipertensdo) e a hiperglicemia possuem agao sinérgica na
promocéo de sintese de produtos da matriz extracelular. ( Riser ef a/,1998) e (Cortes et
al,1997). O sistema renina-angiotensina também pode estar envolvido no estimulo da
producdo do TGF-B. O losartan (droga blogueadora dos receptores AT-1 da angiotensina)
normalizou, in vitro, a secrecdo mesangial de TGF-$ induzida por um meio rico em
glicose. Demonstrou-se, também, que a angiotensina ll possui uma agéo estimuladora da
secreco de TGF-By (Singh ef al, 1999). Hill e cols (2001) demonstraram um efeito
inibitério do enalapril sobre a expresséo glomerular do receptor do TGF- (TRIR) em ratos

Wistar portadores de Diabetes induzida por injecdo intravenosa de estreptozotocina.

1.10 TGF-B4 ~ evidéncias do seu papel na nefropatia diabetica em seres humanos

E provavel que o TGF-B, seja um importante mediador da glomeruloesclerose
diabética humana. Como ele estd relacionado ao acumule de matriz extracelular na regido
mesangial , o TGF-B4 seria um marcador mais precoce gue a microalbumindria, que |, por

sua vez refletiria a lesdo ccasionada pelo diabetes a nivel glomerular (filtragao).

Suthanthiran et al (1998) demonstraram uma hiperexpressao do TGF34 em 56

pacientes negros comparados com 42 brancos em programa de hemodidlise, o que
poderia justificar a prevaléncia aumentada de IRC terminal nos primeiros.

A expressdo de TGF-B,mRNA estava aumentada nos glomérulos de pacientes
portadores de Diabetes Mellitus tipo 2 com nefropatia em relagdo aos controles (dados
obtidos através de bidpsia renal percuténea). Os controles eram constituidos pela porcéo
normal de rins que haviam sido extraidos por carcinoma renal. (fwano et al,1996)

Em pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 1, células mononucleares

periféricas apresentaram secregdc aumentada de TGF-By (Kormpinen et al 2001). A
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elevacdo dos niveis plasmaticos de TGF-B, também j& foi demonstrada em pacientes
portadores de Diabetes Mellitus tipo 2. (Pleiffer ef al, 1996).

O TGF-B4 estd aumentado ou porgue, assim como a albumina, esfaria sendo
filtrado em maior quantidade ou estaria sendo produzido em maior quantidade pelo rim
diabético. Sharma e cols através da cateterizagdo da artéria e veia renais realizadas em
pacientes diabéticos que eram submetidos a investigacéo para cardiopatia isquémica,
mostraram que had um aumento real na produgdo  renal de TGF-By nesies
pacientes.(Sharma ef al, 1997}

Considerando as evidéncias da produgdo renal de TGF-B4, a hipdtese de que sua
medida na urina possa refletir a presenca de glomeruloesclerose deve ser considerada.
Sua medida poderia ser ulil como marcador de progressdo da glomeruloesclerose
diabética.

G estudo das complicacbes cronicas do Diabetes Mellitus constitui uma linha de
pesquisa que j& vem sendo desenvolvida, por nosso grupo sob a coordenacéo da
Professora Dra Helena Schmid, ha varios ancs. (Bertoluci et al, 1992; Neumann et al,
1995; Schmid et al, 1995; Bertoluci et al, 1996; Schaan et al, 2001). Dando continuidade
a essa linha, realizamos a determinac&o dos valores urinarios do TGF-B, em pacientes
portadores de Diabetes Mellitus tipo 2, hipertensos e portadores de nefropatia clinica
estabelecida (duas dosagens de proteinuria de 24hs > 500mg), bem como a influéncia do

controle dos niveis de pressdo arterial sobre os mesmos.
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ABSTRACT:

OBJECTIVE:- To determine the influence of reducing systolic blood pressure in urinary
TGF-1 of type 2 diabstes with diabetic nephropathy.

RESEARCH DESIGN AND METHODS: Twenty-one patients with type 2 diabetes and
proteinuria > 500mg/24h, were randomized o receive either ramipril 5mag/ daily or
amlodipine bmg/daily for 12 weeks. Urinary TGF- 1 was determined at 0, 4, 8 and 12
weeks. In a post-hoc analysis, we re-grouped patients whose mean sysiolic blood
pressure (SBP) during treatment were under 140 mmHg (responsive blood pressure
control group n=11) and those with equal fo or greater than 140 mHg in a unresponsive
biood pressure control group (n=10). Plasma TGF- 31 was determined at 0 and 12 weeks.

RESULTS: Urinary TGF-1 was reduced when SBP was decreassd below 140
mmHg {p<0.05) while i was unchanged when SBP was above these values. Patlients in
the responsive SBP control group presented lower levels of urinary TGF- 31 compared 1o
the unresponsive SBP control group (p=0.002). Mean sysiolic biood pressure correlated
significantly with urinary TGF-31 {r=0.458, p=0.0357), and this effect was independent of
HbA1c (p=0.042).

CONCLUSIONS: Controlling systolic blood pressure under 140mmHg decreases
urinary TGF- 21 in patients with type 2 diabetes and clinical nephropathy. The magnitude
of sysiolic blood pressure reduction seems to have a greater impact on urinary TGF- 31
than a direct effect of ACE inhibitors. We propose that the reduction is due to a decrease
in renal TGF- 1 production which could be related to attenuated diabetic nephropathy

progression.



INTRODUCTION

Transforming factor 81 (TGF-31) is a multifunctional citokine with prosclerotic
properties which has been associated to the pathogenesis of diabetic nephropathy '*°.
increased renal TGF-R1 production is a feature of diabetes®, and urinary TGF-1 (UTGF-
R1) has been demonsirated to be increased in patients with clinical diabetic nephropathy
5878 In patients with clinical diabetic nephropathy, urinary TGF-R1 correlates to the
degree of histopathological findings of glomerulosclerosis, suggesting that, more than a

pathogenetic mechanism, it also could be a marker for the disease”.

Diabetic nephropathy has a muliifactorial ethiclogy where a combination of high

10,11,12,13 14,18

glucose exposition , increased infra-glomerular pressure and genetic factors'®
are involved. The relationship between hypertension and increased renal TGF-31
production has been related to both 1) increased tension in the capillary walls secondary
to increased glomerular which may trigger TGF-R1-dependent pathways, leading fo
fibrosis ''° and 2) the AT-1 receptor stimulation by angiotensin Il, which may directly
induce synthesis of TGF-R1". Although specific blockade of the renin-angiotensin system

has been demonstrated to attenuate the progression of glomerulosclerosis®®?’

. itwas not
vel demonsirated that a reduction of blood pressure, independently to A-ll blockade, could
decrease TGF-31 renal production.

Previous studies of our group and others **° have demonstrated increased urinary
TGF- &1 in patients with clinical diabetic nephropathy. We hypothesize that once blood
pressure is normalized, renal TGF-R1 production would be reduced in patients with
diabetic nephropathy and, by this way, urinary TGF-R1 excretion would also decrease. We
postulate that the effect of systemic blood pressure reduction might have a greater impact
in urinary TGF-R1 reduction than the specific renin-angiotensin system blockade. The

objective of the present study was fo determine the influence of reducing the blood

pressure in urinary TGF-B1 of patients with type 2 diabetes and clinical diabetic
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nephropathy. We also evaluate if plasma TGF-R1 levels are influsnced by the degree of

blood pressure control and if there are correlations between blood pressure and urinary

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Of the initial 38 outpatients consecutively screened from the Internal Medicine
ambulatory unit of Hospital Clinicas Porto Alegre (HCPA), 28 patients with type 2 Diabetes
Mellitus (DM) and 24h proteinuria above 500mg (2 times) with diabetic retinopathy and
hypertension ( blood pressure >140/90 mmHg at the sitting position) were selected initially.
Exclusion criteria were serum creatinine above 2.0mg/dl, absence of diabetic retinopathy,
serum potassium above 5 2mmolll, medical history of repeated urinary tfract infections,
previous intolerance or contra-indication to ACE inhibitor and clinical hear failure. A term

of consent was signed at the first visit. The protocol was approved by the Human

Research and Ethics Committee at Hospital of Clinicas of Porto Alegre, Brazil.

Study Protocol

Twenty eight patients were initially included for a run-in period of 4 weeks before
randomization. Afthis moment, ACE inhibitors, if used, were replaced by amlodipine
5mg a day, plus the remaining anti-hypertensive medications, which were adjusted
progressively in order fo lower blood pressure gradually to below 135/80 mmHg, which is
recommended by the American Diabetes Association. At the end of the run-in period, 21
patients were considered to have good adhesion to the treatment scheme. They were
randomized in a double-blind fashion to receive either Ramipril 5mg daily plus their
previous anti-hypertensive scheme (ACE group, n=11) or to continue on with Amlodipine
Smg/d in addition to their previous anti-hypertensive scheme (non-ACE group, n=10), for

additional 12 weeks (Figure 1). Patients remained on their usual prescribed diet and the
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anti-hyperglicemic drugs were re-adjusted, if necessary, during the 12-week period of
observation.

Patients were examined at first visil, 2 weeks later, at randomization (0} and at 4, 8
and 12 weeks after entering the study. At the moment of each visit, fresh random spot
urinary samples were collected for TGF-B,, albumin and creatinine. Blood was drawn at

weeks 0 and 12 for plasma TGF-R1, HbAlc, glucose, potassium and serum creatinine.

Post-Hoe analysis

As the main objective of the study was to evaluate the effect of blood pressure
control, after the 12 week period of observation, patients were re-grouped in accordance to
their mean systolic blood pressure control attained. Those with a mean systolic blood
pressure under 140 mmHg after randomization were defined as the responsive blood
pressure control (n=11) and those in whom mean sysiolic blood pressure levels, despite
drug adjustments, remained equal or above 140mmHg were re-grouped into a

unresponsive control group (n=10).

Blood pressure measurements

All measurements were done by the same member of the medical team, who was
blind for laboratory results. Blood pressure (BP) was measured, after 5 minutes of rest, in
the sitting position, in the right arm, which was placed at the level of right atrium, with a
mercury sphygmomanometer. Systolic BP was considered as the first Korotkoff sound and
diastolic BP, the moment of disappearance of beat sounds. Sequential measurements
were done until stabilization was attained, which was a difference shorter than 10 mmHg
between 2 measurements. The mean of the last 2 stable measurements was considered

for analysis.



Laboratory methods

TEF31

Plasma and urinary TGF-31 were assayed by solid phase ELISA (R&D Systems,
Abingdon, UK) according to the manufacturer’s instructions. Urine samples were placed
on ice and immediately centrifuged at 10.000 rpm for 30 minutes at 4°C. Supermatant was
removed and stored at -80°C. At the day of assay, urine samples (0.5 ml) were acidified to
a pH of 2-3 with 100t 1N HCL for 10 minutes and re-neutralized to pH 7-8 with 100ul 1.2N
NaOH/0 5M HEPES. Values were presented as pg/mg of creatinine. We did not perform
concentration of urinary samples because all measuremenis oblained were above the
detection limit of the method.

For plasma TGF-81 assay, blood was coillected in EDTA-containing tubes and
placed on ice. In order to obtain platelet-poor plasma samples, a sequential centrifugation
was started in less than 30 minutes after sample collection. Specimens were centrifuged
at 800g for 10 minutes at 4°C, then re-centrifuged for 15 minutes at 2500g and then again
at 3600g for 20 minutes. Complete removal of platelets was confirmed by an automatic
cell counter. Plasma samples were stored at -80°C. On the day of the assay, 0.1ml of
plasma was acidified to pH 2-3 with for 30 minutes with 100ul of 2.5N HCH;COH/10M urea
and than re-neutralized to pH 7-8 with 2100ul 2.7N NaOH/1M HEPES. Urine samples
were assayed undiluted. The mean intra and inter-assay coefficients of variation were

2.0% and 13.1% respectively.

Other assays

Albumin was assayed by immunoturbidimetry, creatinine by Jaffé technique and

HbA1c by HPLC.
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Statistical analysis

Statistical analysis was done with the Statview software (SAS Institute, Cary, NC).
Because of skewed distribution, plasma TGF-3, urinary TGF-1 and albumin were
logarithmically transformed before statistical analysis and expressed as mean +/- standart
error. Urinary TGF-31 was expressed in pg/mg of creatinine and plasma TGF-B1 in pg/ml.
ANOVA with multiple entries with Scheffe’s post-test analysis was used for detetecting if
there were differences between groups in urinary TGF-B1/creatinine and
albumin/creatinine ratios. Unpaired T-test were used o compare baseline characteristics
between groups. Paired T test was used to compare serum creatinine, HbA1c and plasma

TGF-1 analysis at 0 and 12 wesks. Significant levels was determined as p<0.05.

RESULTS

Prospective phase

Of the 28 patients selecled, after the run-in period, 4 patients did not meet
adequate adhesion criteria and 3 declined consent for the study. All 21 randomized
patients completed the 12-week follow-up period (figure 1). At baseline, there was no
significant statistical differences between age, BMI, duration of DM, systolic and diastolic
blood pressure, 24h proteinuria, albumin/creatinine, serum creatinine, HbA1¢, urinary and
plasma TGF-L (table 1). Systolic blood pressure decreased similarly in both ACE and non-
ACE groups and was not different between groups at the end of the study (p=0.07, figure
2). After 12 weeks, urinary TGF-R1 levels were not different between both groups (figure
4a).

HbA1c decreased significantly from baseline to 12 weeks in both ACE and non-
ACE groups but were not different between groups at the end of the study (table 3a). We
did not cbserve significant statistical differences between baseline or follow up levels of

plasma TGF-beta or urinary albumin to creatinine ratios in both groups.
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FPost-Hoc analysis

Eleven patients, whose mean systolic were under 140 mmHg were inciuded in the
responsive blood pressure {S%P} control group, and 10 patients whose mean SBP were
equal or above 140mmHg were included in the unresponsive SBP control group. At
baseline, there were no significant statistical differences between groups referring to age,
duration of DM, systolic blood pressure, diastolic blood pressure, 24h proteinuria,
albumin/creatinine ratio, serum creatinine, HbA1c, log urinary TGF- B1/creatinine ratio and
plasma TGF-21 (table 2). Body mass index (BMI) was significantly higher in the
unresponsive SBP control group (p<0.05). Systolic and diastolic blood pressure did not
overlap between groups at any time (figure 3).

As expected, systolic and diastolic blood pressure were significantly lower in the
responsive SBP control group compared to unresponsive 8BP group at G, 4, 8 and 12
weeks. The decrease between mean basal sysiolic blood pressure and mean post-
freatment systolic blood pressure was greater in responsive blood pressure control group
than in unresponsive blood pressure control (-28.516 6mmHg vs. -8.734 4 mmHg,
respectively j (p=0.0180) (figure 2b). There were no cases of hyperkalemia, (data not
shown) or significant side-effects in either group

After treatment, log urinary TGF-R1/creatinine ratios were significantly lower in
strict SBP group compared to moderate SBP group (p=0.0002) (Figure 4b). Compared to
baseline, mean Log urinary TGF-31 at 4, 8 and 12 weeks decreased significantly (-0.22 +
0.15pg/mg ,p=0.04 )in strict SBP confrol group but not in the moderate SBP control group
(=0.12 £0.08 pg/mg , p=0.82)(Figure 5). There was no significant difference in plasma
TGF-B1 between responsive SBP control and unresponsive SBP control groups (table 3b).

A significant positive linear correlation (r=0.458; p=0.0357) was observed between

mean systolic blood pressure and mean log TGF-31 values obtained at 4, 8 and 12 weeks



(figure 6). A muliiple linear regression analysis showed that the effect of systolic biood

pressure reduction was independent of the HbA1c reduction (r2=0.536; p=0.042)(table 4).

DISCUSSION

The present study demonstrates that urinary TGF-31 excretion can be reduced
when systolic blood pressure is decreased to below 140 mmHg in hypertensive type 2 DM
patients with clinical diabetic nephropathy independently of the type of drug used. The
positive correlation between systolic blood pressure and urinary TGF-1 suggests that it is
an idependent determinant of TGF-21 production by the kidney of patients with type 2
diabetes and diabstic nephropathy.

in mesangial cells, TGF-B1 exerts its action by binding to three membrane
receptors (BRI, BRH and AR, The active TGF-1 binds to BRI and &Rl 1o form a femary
complex which activates intra-cellular signaling that promotes transcription of genes that
regulates production of extra cellular matrix (ECM) components like fibronectin, while the
BRI receptor has a less clear role in fibrogenesis. Besides that, TGF-1 also inhibit ECM
degradation by controlling the activity of metaloproteases. The net result is the progressive
accumulation of ECM in mesangial space, specially if a sustained stimulus is present.

Many studies have shown that hyperglicemia and increased glomerular pressure
are potent stimuli to induce increased synthesis of TGF-1 in mesangial cells. When
exposed fo high glucose concentration, there is an increase of about 50% in the
production of TGF-R1 protein as well as in its receptor number and binding to the
receptor. On the other side in vivo models of diabetic nephropathy, show that controlling
hyperglycemia with insulin promotes clear reduction in renal TGF-R1 synthesis.

Hemodynamic forces can induce TGF-R1 synthesis in renal cells as well. When
mesangial cells, in vifro, are exposed to mechanical stretching, an increase in TGF-31

production and in the receptor binding is observed, which is qualitatively similar to that
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induced by high-glucose exposition'”"®. Anincrease in the amount of ligand accompanied
by a corresponding elevation of receptor mRNA and protein also occur. Riser et al
suggested that stretching forces may operate through a different mechanism than renin-
angiotensin system. While angiotensin Il appears to stimulate ECM synthesis through an
activation of TGF-1 pathway by a specific receptor, intra-cellular signaling following
stretching is not yet completely understood.

in general, a reduction in urinary TGF-I31 can be atiributed to either a decrease in
renal TGF-31 production, a reduction in TGF-1 filtration from the plasma or both. In the
present study, once neither plasma TGF-21 levels nor renal function changed, it is likely
that the decreased urinary TGF-1 excretion may be due to a reduction of renal TGF-1
production. These data are in accordance with Sharma et al® who demonsirated that
increased TGF-031 renal production is the main source of urinary TGF-31 in patients with
type 2 diabetes, while in patients without diabetes, an increased extraction from plasma
occurs, Besides that, Sato et al observed that, in patients with diabetes, urinary TGF-B1is
greater in those with more severs mesangial expansion, as seen in renal biopsies
samples, suggesting that urinary TGF-31 may represent one parameter that can be used
to evaluate the progression of diabetic nephropathy. Finally, other studies alsc show that
infra-glomerular TGFT mRNA levels are elevated in early stages of patients with diabetic
nephropathy®. By this way, in type 2 diabetes, renal TGF-1 production is likely to be the
main determinant of urinary TGF-0 excretion.

There are some discrepancies in literature in respect of the levels of TGF-R1 in the
blood of patients with diabetes and the effect of lowering blood pressure. In one study,
patients with diabetic nephropathy showed reduced serum TGF-31 after using captopril for
6 months®™. This effect however was not confirmed in another study where plasma TGF-
31 levels did not change after using losartan. These differences could be ascribed to the

differences in platelet concentrations once serum was used in the first study while plasma
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was used in the latter. Differences in the type of the drug used might also be important. it
is unlikely however, that reductions in plasma TGF-1 concentrations would be the main
determinant in urinary TGF-31 levels in the present study.

Cur findings are in agreement with those of Houlihan et al # who demonstrated a
significant decrease in urinary TGF-R1 when blood pressure is reduced using losartan for
a period of 4 weeks in patients with microalbuminuria. In that study, however, changes in
mean arterial pressure did not correlated with changes of urinary TGF-B1. A possible
reason might be that, in the present study, higher baseline levels of urinary TGF-1 were
seen, and greater reductions in blood pressure might have been promoted and
consequently, a more pronounced effect in urinary TGF-R1 excretion.

In the present study, we did not observe significant differences of urinary TGF-1
between freatment with the ACE inhibitor, but there was a trend o observe lower levels in
the group who used ACE inhibitors. Although the statistical power of the present study
might be limited for g direct comparison between 2 drugs, il is important {o consider that
our main objective was the comparison of different degrees of systolic blood pressure.
Once we found it would be unethical to randomize two groups for different degrees of
blood pressure control, we decided to do it in a post-hoc analysis. As we observed, the
effect of lowering blood pressure in urinary TGF-R1 was relatively greater than the direct
effect of using ACE inhibitor. The present study clearly suggests that the impact of
lowering systolic blood pressure to below 140 mmHg is superior in reducing urinary TGF-

31 than the type of drug usad.

CONCLUSION

In conclusion, our findings demonstrate that, in hypertensive patients with type 2
diabetes and macroalbuminuria, systolic biood pressure reduction can decrease renal

TGF-B1 excretion and this effect seems to be independent of metabolic control. These
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findings reinforce the need of target the best possible blood pressure control o altenuate

the progression of diabetic nephropathy.
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Table 1- Baseline characteristics of patients in the prospective phase ofthe ..__.,.
ACEl (group using Ramipril) vs. non-ACE!l (group not using ACE inhibitors). HbATc

(normal limit: <4.3%) ns=not-significant

ACE] non-ACE! 4]
M 11 10 -
Sex (M/F) 6/5 6/4 i
Age (vears) 57.047.0°% 58.0%7.0 ns
Duration of Diabetes (years) 14.0+6.0 14.026.1 ns
BMI (kg/m?) 27.045.2 30.044.6 ns
Systolic Blood Pressure (mmHg) 169.0421.0 161.0218.1 ns
Diastolic Blood Pressure (mmHg) 88.1416.0 93.2415.0 ns
HBATC (%) 6.7+1.3 6.7£1.9 ns
Serum Creatinine (umol/L) 89554283 1158445 1 ns
24n Proteinuria (mg/24h) 14244927 14391904 ns
Albumin /Creatinine (ug/mg ) 585.5£197 581.6x151 ns
Plasma TGF-B4 (ng/mi)* 3.411.3 2.0+1.1 ns
Urinary TGFB, (pg/mg)* 95.7+104.8 93.9437.4 ns

* Data are meanzstandart deviation.
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Table 3- Metabolic and renal parameters at baseline and after 12 weeks of anti-
hypertensive freatment in the prospective phase of the study (3A) and in the post-hoc
analysis  (3B). S-creatininesserum creatinine. Albumin/Cre= urinary  albumin
concentration/urinary creatinine ratio. P, value refers {o comparison between 0 and 12

weeks. P, refers to comparison belween groups at 12 weeks,

3A. ACE! vs. non-ACE! groups

T
Sl i

ACE group n Non-ACE! group n=10

Week 0 12 B 0 12 e 2
HbA1c 6.7+ 0.38* 56+ 0.15 0.01 6.740.6 6.3+0.3 0.5 0.05
(%)
SCreat 95.5+7.96 97.24x7.07 0.89 115.80£14.1  125.52+15.9 0.88 0.10
{umolfly
Plasma 3.40+1.37 2.20£0.67 0.44 2.04+0.35 2.55+0.56 0.45 0.70
TGF-RA1
{ng/mi}

AER/Cre  670.3108.8 623.9£2302 0.

s}
)

497.2+142.5 5255415

5
]
(s3]

0.97 0.99

(ug/mg)

* Data are meantstandart error
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Table 4. Multiple Linear Regression. Systolic blood pressure and HbA1c.

Coefficient SE Std { e
Coefficient
Intercept 0.178 0.773 0.178 0.230 0.822
Mean Systolic 0.012 0.005 0.536 2.241 0.042*
BP
Mean HbA1c -0.014 0.079 -0.042 -0.175 0.864
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RESUMO

OBJETIVO: - Determinar a influéncia da reducéo da pressdo arterial sistélica nos niveis
urinarios de TGF-4 em paciemeé portadores de Diabetes Mellitus tipo 2 com nefropatia
diabética .

DELINEAMENTO DO ESTUDO E METODOS: Vinte e um pacientes com Diabetes tipo 2
e proteindria > 500mg/24hs, foram randomizados para receber ramipril Smg/d ou
amlodipina 5mg/d durante 12 semanas. O TGF-B+ urinario foi determinado nas semanas 0,
4, 8 e 12. Numa analise posthoc, nds reagrupamos os pacientes cuja pressao arterial
sistélica média (PAS), durante o tratamento, permaneceu inferior a 140mmHg (melhor
resposta, n =11) e noutro grupo, no gual a pressio arterial sistdlica meédia permaneceu >
140mmHg (ma resposta, n = 10). O TGF-B, plasmatico foi determinado nas semanas 0 e
12.

RESULTADOS: TGF-By urinario foi reduzido quando a PAS foi reduzida abaixo de
140mmHg (p<0,05), enquanto o mesmo ndo se modificou quando a PAS se manteve acima
desses valores. Os pacientes do grupo que apresentou melhor controle dos niveis tensionais
apresentaram niveis menores de TGF-B; urinario comparados ao grupo de pior controle de
PAS (p=0,002). A pressiio arterial sistolica média correlacionou-se significativamente com
o TGF-By urinario (r=0,458, p=0,0357), efeito independente dos niveis de hemoglobina
glicosilada (HbAlc) (p=0,042).

CONCLUSOES: O controle da pressio arterial sistélica abaixo de 140mmHg reduz o
TGF-B; urinario em pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 2 e nefropatia clinica. A
magnitude da reducio da pressio arterial sistélica parece ter um efeito maior nos niveis de

TGF-B, urinario, do que um efeito direto dos inibidores da ECA.

LA
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INTRODUGAO

O transforming factor f1 (TGF-34) é uma citoquina multifuncional com propriedades
pro-esclertticas, que foram associadas a patogénese da nefropatia diabética ">°. A
producéo renal aumentada de TGF-B4 € uma caracteristica do déabeieg‘ﬂ & 08 nivels da
TGF-B4 urinario ja foram demonstrados como estando elevados em pacientes com
nefropatia diabética clinica 5878 Em pacientes portadores de nefropatia diabética clinica,
o TGF-p, urinario se comrelaciona com o grau dos achados histopaioldgicos de
glomeruioesclerose, sugerindo que, além de um mecanismo patogenético, ele poderia ser
um marcador da doenca’.

A nefropatia diabética possul uma etiologia multifatorial, onde a combinacao da

02T pressdo intraglomerular aumentada™™® e

exposicéo a altos niveis de glicose
fatores genéticos'® estdo envolvidos. A relacdo entre hipertensiac e producdo renal
aumentada de TGF-B, foi relacionada a ambas: 1) aumento da fens&c nas paredes
capilares secundaria ao aumento glomeruiar, o que poderia desencadear as vias TGF-B4
dependentes, levando a fibrose'"® e 2) a estimulacdo dos receptores AT-1 pela
angiotensina il, o que poderia induzir, diretamente a sintese de TGF-B+'°. Apesar de fer
sido demonstrado que o blogueio especifico do sistema renina-angiotensina atenua a

progresséo da glomeruloesclerose™”’

, nao se demonstrou, até agora, que a reducao da
pressdo arterial, independente do blogueio A-ll, poderia diminuir a producao renal de
TGF-B+.

Estudos anteriores de nosso grupo e outros®®® demonstraram niveis urindrios
aumentados de TGF-f, em pacientes com nefropatia diabética clinica. Nés levantamos a
hipétese de que, uma vez que a presso arterial esteja normalizada, a producao renal de
TGF-B, seria reduzida em pacientes com nefropatia diabética e, que através desse

mecanismo, a excrecdo urindria de TGF-B4 poderia, também, ser diminuida. Nos

postulamos que o efeito da reducdo da pressao arterial sistémica teria um impacto maior
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na reducéo do TGF-B; urindrio do que o bloqueio especifico do sistema renina-
angiotensina. O objetivo do presente estudo foi determinar a influéncia da redugdo da
presséo arterial sobre os niveis de TGF-B4 urinaric em pacientes portadores de Diabetes

Mellitus tipo 2, corn nefropatia diabética clinica estabelecida. Nos também avaliamos se

7]

os niveis plasmaticos de TGF-B4 sfio influenciados pelo grau de intensidade do controle

da presséo arterial e se ha correlacdo entre os niveis tensionais € o TGF-f4 urinario.

DELINEAMENTO DO ESTUDO E METODOS

Inicialmente, foi realizado screening com 38 pacientes atendidos em no ambulatorio
de Medicina Interna do HCPA. Destes, foram selecionados 28 pacientes portadores de
Digbetes Mellitus tipo 2 (DM) e com proteiniria acima de 500mg nas 24 horas (2
amostras), portadores de retinopatia diabélica e hipertensio (pressao arterial > 140/90
mmHg na posigio sentada). Os critérios de excluso foram: creatinina sérica > 2,0mg/d|;
auséncia de retinopatia diabética, potassio sérico > 52 mmolfl, histéria médica de
infecgdes urinarias de repeticdo, intoler@ncia prévia ao uso de inibidores da ECA e
insuficiéncia cardiaca. Um termo de consentimento era assinado na primeira visita. O
protacolo foi aprovado pelo Comité de Efica e Pesquisa Humana do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre, Brasil.

Protocolo do Estudo

Vinte e oito pacientes foram, inicialmente, incluidos para um periodo de “run-in” de
4 semanas, antes da randomizacdo. Nesse momento, os inibidores da ECA, se
estivessem sendo usados, foram substituidos pela amlodipina 5mg ao dia, mais a
manutencdo das outras medicagbes anti-hiperiensivas, as quais foram ajustadas
progressivamente com o objetivo de reduzir gradualmente a presséo arterial a niveis

inferiores a 135/80 mmHg, conforme recomendacgdo da American Diabetes Association

3



{ADA). Ao final do periodo de “run-in”, 21 pacientes preencheram os critérics de adesio,
tendo comparecido a todas a consultas e tendo feito uso correto da medicagéo. Foram,

ent&o, randomizados de forma duplo-cega para receber Ramipril Smg/d mais suas outra

i

medicagdes anti-hipertensivas prévias {grupo IECA, n=11) ou para continuar recebendo
amiodipine 5mg/d associada as outras medicacbes anti-hipertensivas de seu esquema de
tratamento prévio (grupo nao — IECA, n=10), durante 12 semanas (figura 1). Os pacientes
foram mantidos com sua dieta prescrita habitual & as drogas hipoglicemiantes foram
reajustadas, se necessario, durante o pericdo de observacao de 12 semanas.

Os pacientes foram examinados na primeira visita, duas semanas apés, na
randomizacao (0) e nas guarta, oitava e décima segunda semanas apss entrarem no
estudo. No momento de cada visita, uma amostra de urina era coletada para dosagem de
TGF-B4, albumina e creatinina. Amostras de sangue foram coletadas nas semanas 0e 12
para dosagem de TGF-B4 plasmatico, hemogiobina glicosilada, glicose, potassio e

creatinina séricos.

Analise Post-Hoc

Como o objetivo principal do estudo era avaliar o efeito da controle da presséo
arterial, apos um perfodo de 12 semanas de cbservacio, os pacientes foram reagrupados
de acordo com os valores médios obtidos de pressado arterial. Aqueles com presséo
arterial sistolica média abaixo de 140mmHg, apds randomizagéo, foram definidos como
methor resposta ( grupo 1; n=11) e aqueles nos quais a pressao arterial sistélica média,
apesar dos ajustes das drogas, permaneceu maior ou igual a 140mmHg foram
reagrupados como sendo o grupo com ma resposta ( grupo 2; n=10).

Afericbes da pressdo arterial

Todas as afericbes foram realizadas pelo mesmo examinador da equipe médica

(FCST), que desconhecia os resultados de laboratdrio. A presséo arterial (PA) foi aferida,



ap6s 5 minutos de repouso, na posigéo sentada, no brago direito, o qual era elevade ac
nivel do atrio direito, com o uso de um esfigmomandmeiro de mercirio. A PA sisidlica foi
considerada como sendo no mémems do 1° som de Korotkoff & a PA diastolica, no
momento do desaparecimento do som das bulhas. Aferices seriadas foram feitas até que
a estabilizacéio dos valores fosse atingida, a qual fol determinada como sendo uma

diferenca menor que 10 mmHg entre duas medidas. A média das duas ultimas medidas

estaveis foi considerada para a analise.

Métodos laboratoriais

TGF-B,

O TGF-B, plasmatico e urinario foram dosados pelo método de Elisa fase sdlida
(R&D Systems, Abingdon,UK) de acordo com as instrugdes do fabricante. As amostras de
urina eram colocadas no gelo & imadiatamente centnfugadas a 10000 rpm, durante 30
minutos a 4°C. O scbrenadante era removido e estocado =z -80°C. No dia do ensaio, as
amostras de urina (0,5mil) eram acidificadas até um pH de 2-3, com o uso de 100p! 1n
HCL durante dez minutos e re-neulralizadas até um pH 7-8, com o uso de 100ul de 1,2N
NaOH/0,5M HEPES. Os valores foram apresentados em pg/mg de creatinina. Nos nao
realizamos a concentracdo das amosiras de urina porque todas as medidas oblidas
estavam acima do limite de detecgdo do método.

Para as amostras de TGF-B, plasmatico, o sangue foi coletado em tubos contendo
EDTA e colocados no gelo. Para se obter amostras de plasma pobre em plaguetas, uma
centrifugacao seqiencial foi iniciada em menos de 30 minutos apds a coleta das
amostras. As mesmas foram centrifugadas a 800g durante 10 minutos a 4°C, e , entdo,
re-centrifugadas, durante 15 minutos, a 2500g e , novamente, a 3600g durante 20

minutos. A remocgdo completa das plaguetas foi confirmada através de um contador
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automatico de células. As amostras de plasma foram estocadas a -80° C. No dia do
ensaio, 0,1ml de plasma foi acidificado a um pH de 2-3, durante 30 minutos, com a adigéo
de 100pl de 2,5N HCH;COH/M0M uréia e ,entdo, re-neutralizado a um pH de 7-8, com a
adicdo de 100ul de 2,7N NaOH/1M HEPES. As amostras de urina foram analisadas sem
serem diluidas. Os coeficientes intra e inter-ensaios de variagdo foram 2,0% e 13,1%,

respectivamente.

Outros ensaios
A albumina foi dosada por imunoturbidimetria, a creatinina pela técnica de Jaffé e

a HbA1c através de HPLC (High performance liquid cromathography).

Andlise estatisiica

A andlise estatistica foi feita pelo software Statview (SAS Institute, Cary,NC).
Devido a sua distribuic8o anormal, o TGF-B4 plasmatico, o TGF-§, urinario e a albumina
foram transformados em logariimo, antes da anélise estalistica e foram sexpressos como
+/- erro padréo médio. O TGF-B4 urinario fol expresso em pg/mg de creatinina & o TGF-By
plasmatico em pg/mi. Para se detectar se havia difersngas entre os grupos nas taxas de
TGF-B¢ urinario/creatinina e albuminal/creatinina fol utilizado o teste de ANOVA com
multiplas enfradas, e o pos-teste de Scheffe. O teste T ndo pareado foi usado para a
comparagao de caracteristicas basais entre os grupos. O teste T pareado foi usado para
comparar a creatinina sérica, HbA1c e o TGF-B, plasmatico nas semanas 0 e 12. O nivel

de significancia foi determinado como sendo p < 0,05.
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RESULTADOS

Fase prospectiva

Dos 28 pacientes selecionados, apds o periodo de “run-in”, 4 pacientes néo
apresentaram critérios de adesfo adequados ao estudo e 3 abandonaram o estudo.
Todos os 21 pacientes randomizados completaram o periodo de follow-up de 12 semanas
(figura 1). No tempo basal, ndc havia diferenga estalistica significativa entre a idade,
indice de massa corporal (IMC), duracdc do DM, presséo arterial sistélica e diastdlica,
proteindria de 24hs, relacdo albumina/creatinina, creatinina sérica, HbATc, TGF-B4 urinario
e plasmatico (tabela 1). A presséo arterial sistdlica foi reduzida de forma similar em ambos
os grupos IECA e ndo-IECA e néo houve diferenca enire os grupos ao final do estudo
(p=0,07, figura 2). Apds 12 semanas, os niveis do TGF-By urinario ndo foram diferentes
anire os dois grupos (figura 4 a).

A HbATce diminuiu significativamente entre o nivel basal e a semana 12 em ambos
os grupos IECA e ndo — IECA, mas ndo houve diferenca entre os dois grupos ao final do
estudo (tabela 3 a). Nos ndo observamos diferencas estatisticas significativas entre os
niveis de TGF-B4 plasmatico ou nas taxas urinarias de albumina/creatinina basais ou

durante o follow-up, em ambos os grupos.

Anélise Post-Hoc

Onze pacientes, cuja pressao arterial sistélica média estava abaixo de 140 mmHg,
foram incluidas no grupo de melhor resposta no controle da pressdo arterial, e 10
pacientes, nos quais a pressao arterial sistdlica estava igual ou maior gue 140 mmHg,
foram incluidos no grupo de pior resposta ao controle da presséo arterial. No tempo basal,
nao havia diferenca estatistica significativa entre os grupo em relagéo a idade, duragéo do
DM, presséo sistdlica arterial, pressdo arterial diastdlica, proteinuria de 24hs, relagdo

albumina/creatinina, creatinina sérica, HbA1c, log TGF-B4 urindrio/creatinina e TGF-B;
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plasmatico (tabela 2). O indice de massa corporal (IMC) foi significativamente mais alto no
grupo que apresentou pior resposta ao controle da PA (p< 0,08). As pressoes arteriais
sist6licas e diastdlicas ndo se sobrepuseram entre 0s grupos, em nenhum momento
(figura 3).

Conforme esperado, as pressdes arteriais sisidlica e diasidlica foram
significativamente menores no grupo 1 {meihor resposta) quando comparado ao grupo 2
(ma resposta) nas semanas 0, 4, 8 e 12. A reducao entre os valores médios de presséo
arterial sistdlica basal e pods- tratamento foi maior no grupo 1 do gue no grupo 2 (-
29,5+6,6mmHg) vs —-8,7+4, 4mmHg), respectivamente) (p=0,0190) (figura2b). N3o houve
cacs de hipercalemia (dados néoc mosirados) ou efeifos colaterais significativos em
qualquer um dos grupos.

Apbs o ftratamento, as taxas do log TGF-B, urinario/creatinina foram
significativamente inferiores no grupo que apresentou melhor controle da PA, comparado
ao grupo gue apreseniou pior controle da PA (p=0,0002) (figura 4b). Comparando-se ac
tempo basal, o log TGF-B, urindrio medic nas semanas 48 e 12 foi reduzido
significativamente (-0,22+ 0,15pg/img, p=0,04) no grupo com melhor controle da presséo
arterial (grupot), mas ndo no grupo com pior controle (grupo 2) (-0,12+ 0,08pg/mg,
p=0,82) (figura 5). Nao houve diferenga significativa no TGF-B4 plasmatico entre os
grupos, apesar das diferentes respostas em relacdo a reducéo dos niveis de pressdo
arterial (labela 3b).

Uma correlacdo linear positiva (r=0,458; p=0,0357) foi observada enire a presséo
arterial sistdlica média e os valores médios de log TGF-B4 obtidos nas semanas 4, 8e 12
(figura 6). A analise de regressao linear multipla demonstrou que o efeito da reducédo da
pressao arterial sistélica foi independente da redugéo da HbA1lc (r*=0,536; p=0,042)

(tabela 4).
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DISCUSSAD

O presente estudo demonstra que a excregdo urindria de TGF-f4 pode ser
diminuida guando a pressdo arterial sistélica € reduzida para valores inferiores a 140
mmHg em pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 2, hipertensos e com nefropatia
diabética estabelecida, independentemente do tipo de droga usada. A correlago positiva
entre a pressdo arterial sistélica e o TGF-B4 urindrio sugere que a mesma € um fator
independente na determinacéo da producio de TGF-B, pelo rim dos pacienies portadores
de Diabetes Meliitus tipo 2 e nefropatia diabética.

Nas células mesangiais, o TGF-p+ exerce sua acglo através da ligagdo com 3
receptores de membrana (BRI, BRI e BRI, O TGF-B, ativo se liga ac BRI e ao BRIl para
formar um cmplexo ternaric que ativa os mecanismos intracelulares promoiores da
transcripcéo de genes que regulam a producdo de componentes da matriz exira-celular
(MEC), como a fibronectina, enquanto que o receptor BRI possui um papel menos
definido na fibrinogénese. Além disso, o TGF-B+ também inibe a degradacéo da MEC
através do controle da atividade das metaloproteases. O resultado final € o actmulo

progressivo de MEC no espacge mesangial, especialmente se um estimulo continuado

ests presente.

Muitos estudos demonstraram que a hiperglicemia e a presséo intraglomerular
aumentadaséo potentes estimulos para a indugéo do aumento da sintese de TGF-B nas
celulas mesangiais. Quando expostas a altas concentracdes de glicose, ha um aumento
de cerca de 50% na producgdo da proteina TGF-B; bem como no numerc de seus
receptores e na ligacdo com os mesmos. Por oulro lado, nos modelos /n vive da
nefropatia diabética, mostram que o controle da hiperglicemia com o uso de insulina
promove uma nitida reducao na sintese renal de TGF-B+4.

Mecanismo hemodinamicos podem induzir a sintese de TGF-B1 nas células renais.

Quando células mesangiais, in vifro, sao expostas a um estiramento mecanico, observa-

Lnd
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se um aumento na producdo de TGF-B4 e na ligacdo com seu recepltor, o qual é
qualitativamente similar aguele induzido pela exposicdo a altos niveis de glicose’ ™. Um
aumento na quantidade de ligantes acompanhada a uma elevagio correspondente do
RNA mensageiro do receptor e da proteina também ocorre. Riser e cols sugeriram que as
forcas de estiramento poderiam agir através de um mecanismo diferente do sistema
renina-angiotensina. Enquanto que a angiotensina Il parece estimular a sintese de MEC
através da gtivacdo da via TGF-B, por um receptor especifico, o mecanismo de
sinalizacéo intracelular decorrente da agdo do estiramento nfio € completamente
compreendido.

De maneira geral, a reducio nos niveis urinarios de TGF-B, pode ser atribuida
tanto a uma reducéo na producédo renal de TGF-84, a uma redugao na filtracao do TGF-B4
do palsma ou ambos. No presente estudo, uma vez que nem os niveis plasmaticos de
TGF-B41 nem a funcao renal se modificaram, parece que a reducéo da excrecdo urinaria de
TGF-f4 pode ser devida a uma redugéo da producéo renal de TGF-34. Esses dados estdo
de acordo com Sharma e cols”, que demonstrou que a producio renal aumentada de
TGF-B4 € a principal fonte de TGF-By urindric em pacientes poriadores de Diabetes
Mellitus tipo 2, enquanto que em pacientes sem diabetes, uma extracdo aumentada do
plasma ocorre. Além disso, Sato e cols observaram gue, em pacientes portadores de
Diabetes Mellitus, ¢ TGF-B4 urinaric € maior naqueles com expanséo mesangial mais
severa, conforme demonstrado em amosiras de bidpsias renais, sugerindo gue o TGF-$4
urinério pode representar um parametro que pode ser usado para avaliar a progressao da
nefropatia diabética. Finalmente, outros estudos fambém demonstraram que 0s niveis
infraglomerulares de TGF-$mRNA estao elevados nos estagios iniciais de pacientes com
nefropatia diabética®™. Deste modo, no Diabetes Meflitus tipo 2, a producao renal de TGF-

B+ parece ser a principal determinante da excrecdo urinaria de TGF-B+.



Hé algumas controvérsias na literatura em relacdo aos niveis de TGF-B4 no
sangue dos pacientes portadores de Diabetes e o efeito da redugéo da pressao arterial.
Num estudo, os pacientes com nefropatia diabética apresentaram redugdo dos niveis
séricos de TGF-B. apds o uso de captopril durante 6 meses. Esse efeito, de qualquer
modo, ndo foi confirmado em oufro estudo onde os niveis plasmaticos de TGF-B4 ndo se
alteraram apts o uso de losartan. Essas discrepancias poderiam ser associadas a
diferenca entre as concentragbes de plaquetas, uma vez que o primeiro estudo ulilizou
soro enquanto que o segundo utilizou plasma. As diferengas entre as classes de droga
também poderia ser importante. De qualguer modo, no presente estudo, as redugdes nas
concentracdes plasmaticas de TGF-B4 ndo parecem ser o principal determinante dos
niveis de TGF-B urinérios.

Nossos achados estdo de acordo com os de Houlihan e cols® gue demonstraram
uma reducio significativa no TGF-By urindrio, quando a presséo arterial foi reduzida
através do uso do losartan por um periodo de 4 semanas, em pacientes com
microalbumindria. Neste estudo, de qualquer modo, as mudan¢as na presséo arterial
média ndo se correlacionaram com as mudancas do TGF-f+ urinario. Uma possivel razéo
poderia ser que, no presente estudo, niveis basais mais elevados de TGF-B4 urinario
foram encontrados, e reducdes maiores na pressao arterial poderiam ter sido promovidas
e, consegientemente, um efeito mais pronunciado na excrecio urinaria de TGF-B4.

No presente estudo, nés ndo observamos diferencas significativas do TGF-§4
urinério entre o fratamento com inibidores da ECA, porém houve uma tendéncia de se
observar niveis mais baixos no grupo que usou essas drogas. Apesar do poder estatistico
ser limitado para uma comparacao direta entre as 2 classes de drogas, é importante
salientar que o nosso principal objetivo era comparar o efeito de diferentes graus de
controle da pressdo arterial sistolica. Uma vez que nds achamos que poderia ser anti-

ético randomizar dois grupos para diferentes niveis de controle da pressdo arterial, nds
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decidimos realizar isto numa andlise post-hoc. Como nos observamos, o efeife d

iy

reducéo da pressio arterial nos niveis de TGF-B4 urinério foi malor que o efeito direto do
uso dos inibidores da ECA. O presente estudo claramente sugere que o impacto da
reduco da presséo arierial sisidlica abaixo de 140mmHg € superior na diminuicdo dos
niveis de TGF-B4 urinario do que o tipo de droga usada.
CONCLUSOES

Em concluséo, nossos achados demonstram gue, em pacientes portadores de
Diabetes Mellitus tipo 2, hipertensos e macroalbuminGricos, a reducio da presséo arterial
sistdlica pode diminuir a excrecio renal de TGF-B4 e seu efelto parece ser independents
do controle metabdlico. Esses achados reforgam a necessidade de buscar o melhor
conirole possivel da presséo arterial para a atenuacgéo da progresséo da nefropatia

digbética.
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Tabelai- Caracteristicas basais dos pacientes na fase prospective do estudo.
IECA{grupo usando Ramiprl} vs. nao-IECA (grupo ndo usando inibidores da ECA).

HbA1c (limite normal: <4.3%} ns=nao significativo

MN&o -
IECA P
IECA
o 11 10 -
Sexo (MIF) B/5 &/4 -
Idade (anos) 57.0x7.0~% 58.0+7.0 ne
Duragédo do Diabetes (anos) 14.0+6.0 14.046.1 ns
IMC (kg/m?) 27.045.2 30.044.6 ns
Presséao arterial Sistolica (mmHg) 159.0421.0 161.0£19.1 ns
Pressao arterial diastdlica (mmHg) 88.1+£16.0 93.2415.0 ne
HbAle (%) 8713 6.7x1.9 ns
Creatinina sérica (umol/L) 95.5428.3 115.8245.1 ns
Proteinuria (mg/24h) 14244927 143818904 ns
Albumina /Creatinina (ug/mg ) 585 5197 581.61£151 ns
TGF-B4 plasma (ng/mi)* 3.4+1.3 2.0+1.1 ns
TGFB, urinario (pg/mg)* 95.7+104.8 93.9+37 .4 ns

*Os dados sdo médiat desvio padrio.
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Tabels 3. Parametros metabdlicos e renais nos tempos basal a apds 12 semanas
de fratamento anti-hipertensivo na fase prospectiva do estudo (3A) e na analise post-hoc
(3B). Creatinina S = creatinina sérica. AER/Cre= relagfo concentraglo urinaria de

albumina/ creatinina urinaria. Valores P, referentes a comparacéo entre 0 e 12 semanas.

Valores P, referentes a comparacdo entre 0s grupos na semana 12.

3A. Grupos IECA vs. néo - IECA

Grupo IECA n=11 Grupo ndo-lECA n=10
Semana 0 12 o 0 12 o o
HbA1c 6.7+ 0.38% 564 0.15 0.01 6.7+0.6 6.3x0.3 0.56 0.05
(%)
Creatini  95.5£7.96 97.2447.07 0.89 115.80+14.1 1256523159 0.88 0.1¢
na S
{umol/h
TGF-31 3.40+1.37 2.20+0.67 0.44 2.04+0.35 2.5510.56 0.45 0.70
plasma
{ng/ml)
AER/Cre  670.3+208.8 623.9+4230.2 097 497.24142.5 525521526  0.97 6.99

(Mg/mg)

* Dados 580 media + erro padro.



3B. Melhor controle vs.ma resposta ao conirole da pressao arterial sistoli

Creatinina
S {umol/ly
TGF-21
plasma
{ng/mi}
AER/Cre

{Hg/mg)

Meihor Controle PAS n=

6.7+0.40*

104.3210,6

585.1£197.2

5.8+0.17

104.3£12 4

680.2+232.3

11

Mé resposta confrole PAS n=10

;:?

0.05

0.82

0

6.6+0.51

106.1£13,3

2.09+0.38

(41
=
Y

21343

12

6.1£0.35

2.69x0.06

451.12108.6

p

0.56

0.38

0.47

0.95

* Dados sao media & erro padrio.



Tabela 4. Regresséo Linear Multipla. Press&o Arterial Sistélica e HbAlc.

Coeficiente EP Coef padrao i Je
Intercept 0.178 0773 0178 0.230 0.822
PA sistélica 012 0.005 0.536 2.241 0.04z2¢
media
HbATe média -0.014 0.079 -0.042 -0.175 0.864






