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O Tranforming Growth Factor-8 (TGF-B4) é uma citocina cuja

Principal agdo é a de estimular a sintese de matriz extra-celular por
diversos tipos celulares. A nefropatia diabética caracteriza-se pelo
acumulo de matriz extra-celular no glomérulo, especialmente ao nivel da
regido mesangial. Estudos recentes t8m demonstrado que o TGF-R, é
Produzido no glomérulo de modelos experimentais de ratos com diabete
mélito de inicio recente, mas o seu papel na patogénese e na evolugio
da glomerulosclerose diabética nio esta totaimente estabelecido. O
Objetivo do presente trabalho foi o de investigar a produgdo e a
distribuigao do polipeptidio do TGF-B4 no rim de ratos durante a
evoluggo da nefropatia diabética experimental e as possiveis correlagdes
entre a produgao deste polipeptidio e a glomerulosclerose diabética.

Foi avaliada a distribuigio intra-renal do polipeptidio do TGF-B,
através de imunohistoquimica e a sua producao renal através dos niveis
de mRNA-TGF-R, no cértex e no glomérulo de ratos Wistar com diabete
mélito induzido pela estreptozotocina antes e apés o inicio da nefropatia
diabética. Estudou-se ainda, seriadamente, a excre¢do urinaria de
albumina, a taxa de filtragéo glomerular, a medida do volume glomerular,
Imunchistoquimica para colageno tipo | e a histologia renal com
Colorago para colageno total.

Os resultados mostraram a presenga de marcada reagao
imunohistoquimica para TGF-B,, sendo que esta foi progressivamente

mais intensa nos glomérulos de ratos com 24 e 40 semanas de diabetes
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@ qual se correlacionou com a albuminuria (r=0.905, p<0.01), e

associou-se temporalmente a presenga de colageno total e tipo | nos
glomérulos. O contetido glomerular de MRNA-TGF-B, foi maior em ratos
diabéticos 20 semanas apos o inicio da hiperglicemia, enquanto que o
MRNA-TGF-R; no cértex foi 30% menor nestes ratos, quando
Comparado a seus respectivos controles de 1 semana (p<0.01), 8 e 40
Sémanas (p<0.05). Estes dados sugerem que o polipeptidio TGF-B,

POssa ter um papel importante na patogénese da glomerulosclerose
diabética,



TGF-R, (Transforming Growth Factor-R1) is a citokine which has
‘been demonstrated to increase extra-cellular matrix synthesis by many
Cells. Diabetic nephropathy is essentially characterized by extra-cellular
matrix deposition in mesangial region. Recent studies have shown that
the polypeptide TGF-R, is produced in glomeruli of experimental models
of rats with untreated diabetes mellitus of recent onset, but its role in the
genesis of diabetic glomerulosclerosis has not been stablished. The aim
of the present study was to investigate the production and distribution of
TGF-R, peptide in the kidney of rats during the evolution of experimental
diabetic nephropathy and to evaluate the possible relationship of TGF-B,

Peptide and diabetic glomerulosclerosis.

We evaluated the intrarenal distribution of TGF-B, polypeptide
and the mRNA-TGF-R, levels in glomeruli and renal cortex in Wistar rats
with streptozotocin-induced diabetes before and after the onset of
diabetic nephropathy. Serial urinary albumin excretion, glomerular
filtration rate, glomerular volume, renal histology with total collagen
Staining and immunohistochemical reaction for type | collagen were also
studied. The results showed progressively higher glomerular
immunohistochemical reaction for TGF-B, staining in the rats with
diabetes of 24 and 40 weeks duration. It was correlated with albuminuria
(r=0.905, p<0,01 ) and was temporally associated with the appearance of
glomerular deposition of total and type | collagen. Glomerular content of




10
TGF-B, mRNA was increased in diabetic rats 20 weeks after injection,
while cortical TGF-B; mRNA level was about 30% lower in diabetic rats
when compared with time-paired controls at 1 week (p<0.01), 8 and 40
weeks (p<0.05). These data suggest that TGF-B; is an important
mediator of diabetic glomerulosclerosis.
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A importancia do estudo da nefropatia diabética esta relacionada

ao fato de a mesma ser a patologia renal mais prevalente encontrada nos
grandes centros de hemodidlise dos E.UA e da Europa, sendo
résponsavel por cerca de 33% de todas as novas entradas em programa
de hemodidlise entre 1986 e 1989 [ USRDS, 1991 ] e a maior causa
isolada de insuficiéncia renal crénica nestes locais, estando presente em
aproximadamente 35% dos pacientes diabéticos insulino-dependentes
(DMID) [Andersen et al, 1983] e entre 15 e 60% dos pacientes com
diabete meélito nao-insulinodependente (DMNID) [Fabre et al, 1982:
Neison et al 1989]. Seu mecanismo patogenético entretanto ainda esta
indefinido, especialmente aquele que regula o aciimulo de matriz extra-
Celular, que & a caracteristica da glomerulosclerose diabética. Com o
surgimento da biologia molecular, o papel de diversos peptidios de
sinalizagdo  celular, conhecidos como citocinas, tém sido
crescentemente investigado em diversas patologias renais. A motivagdo
Para este estudo surgiu do fato de que, entre estes peptidios, o
Transforming Growth Factor- (TGF-B) apresenta muiltiplas funcgdes,
Particularmente a de estimular a producao de matriz extra-celular, e seu
Papel ainda n3o & conhecido na nefropatia diabética. Assim, a
abordagem das caracteristicas estruturais e funcionais do rim antes e
Ap0s o surgimento da nefropatia diabética, bem como das vias
Patogenéticas que poderiam  induzir o aparecimento da

glomerulosclerose diabética e possivel participagdo do TGF-RB, s3o
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essenciais para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos
na patogénese desta nefropatia.

Caracteristicas da nefropatia diabética

A alteragdo estrutural mais precocemente observada no rim de
Pacientes com diabete mélito (DM) é o aumento da massa renal que se
‘Surge as custas de hipertrofia glomerular e tubular, persistindo durante a
evolucdo da nefropatia diabética, mesmo apds o surgimento da
insuficiéncia renal. Em ratos com DM induzido pela estreptozotocina,
diversas evidéncias da presencga de hipertrofia s30 encontradas desde o
inicio da hiperglicemia. O rim apresenta um aumento da relagéo
RNA/DNA [Seyer-Hansen et al, 1976] e da sintese protéica ribossomal
renal [Peterson et al, 1971] nas primeiras 24h da hiperglicemia; o peso
renal aumenta 15% em relagio ao seu basal em 3 dias, e se estabiliza
entre 70 e 90% acima do basal apés 6 semanas [Seyer-Hansen et al,
1976] e o volume glomerular apresenta um crescimento progressivo nas
Primeiras 6 semanas apés o inicio do diabete, estabilizando-se em torno
de 40% acima do basal [Seyer-Hansen et al,1980].

Na medida em que a doenga avanga, a membrana basal
glomerular apresenta um aumento progressivo de toda a sua espessura,
0 qual é detectado em pacientes diabéticos a partir de 2 anos de DMID
[Qsterby et al, 1975] e, no diabete experimental, apds 6 semanas da
indugdo da hiperglicemia [Jsterby et al, 1980]. Este espessamento
Ocorre principalmente as custas de um aumento da producdo de
Colageno tipo IV que se distribui por toda a espessura da membrana
[Haneda et a 1991]. Concomitantemente a isto existe uma redugio do
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‘contelido da proteoglicana anidnica, heparan-sulfato, a qual normalmente

‘confere eletronegatividade 4 membrana basal [Makino et al, 1993]. A
Perda desta eletronegatividade estd associada ao surgimento da
‘albumindria no diabete [Viberti et al, 1983].

A alteragdo mais marcante da nefropatia diabética & a presenca
de um actmulo progressivo de matriz extra-celular (MEC) ao nivel da
regido mesangial [Dsterby et al, 1980]. Esta deposicio de matriz extra-
celular apresenta correlagdo inversa com a taxa de filtragio glomerular
®M pacientes com nefropatia diabética [Mauer et al, 1984] e &
Tesponsavel pela redugao gradual da superficie capilar de filtragdo, e
consequentemente pela perda progressiva de néfrons. O resultado &
uma lenta e progressiva queda da taxa da filtragdo glomerular que

‘culmina em insuficiéncia renal crénica [Hostetter et al, 1991].

A composicao da matriz extra-celular encontrada no meséngio
durante g glomerulosclerose diabética apresenta diferengas quantitativas
€ qualitativas nos seus componentes em relagdo & encontrada no
glomérulo normal. Estudos de imunohistoquimica em bidpsias renais de
Pacientes com nefropatia diabética mostram que as lesdes difusas
apresentam aumento de colageno tipos IV, e V, de laminina, de
fibronectina e uma reducéo significativa do heparan-sulfato. Nas les@es
Nodulares, o colageno tipo IV esta reduzido, mas as quantidades de
colageno tipo VI, V e lll, e de fibronectina estio aumentadas [Nerlich et
al 1991; Nerlich et al 1994; Bruneval et al, 1985]. A presenga de
colageno do tipo‘ | nas lesdes nodulares da glomerulosclerose em
humanos foi observada em apenas um estudo e ainda necessita ser
confirmada [Glick et al, 1992]. A presenga de colagenos do tipo Vi e il
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‘nas lesdes nodulares, por serem coladgenos intersticiais, provavelmente
's30 responsaveis pela irreversibilidade deste tipo de les3o [Nerlich et al,
11994]. A presencga de insulina parece ser importante para a presenga de
‘colageno tipo lil, como foi observado em um estudo com ratos
diabéticos induzido pela estreptozotocina. Neste estudo foi demonstrado
'que o aumento de matriz mesangial ocorre com ou sem tratamento
/insulinico. mas existe maior presenga de colageno tipo Il no glomérulo
‘quando os ratos diabéticos e controles s3o tratados com insulina
[Abrass et al, 1988].

Entre as alteragSes funcionais renais observadas no rim diabético
'destacam-se a hiperfiltragdo glomerular e a albuminiria. A hiperfiltragéo
‘glomerular é um achado precoce no DMID e tende a persistir durante
‘muitos anos. Este aumento varia entre 27% [Christiansen et al, 1981] e
f40% em relagdo ao basal [Mogensen et al, 1971}, especialmente em
 Pacientes jovens com DMID de inicio recente, sendo menos marcado no
‘diabete  mélito nao-insulino dependente [Myers e cols, 1991]. A
- hormalizagdo do controle glicémico pode reduzir a taxa de filtragdo
‘glomerular nas fases iniciais de pacientes com DMID [ Mogensen &
'Andersen, 1975; Sandhal-Christiansen et al, 1981b; Wiseman et al,

1985] e em ratos com diabete experimental [Stackhouse et al, 1990].
' Este efeito no entanto, em humanos, ndo é observado quando ja existe
nefropatia diabética instalada [ Feldt-Rasmussen et al, 1986].

O aumento da taxa de filtragao glomerular no diabete experimental
~decorre da maior redugsio do t3nus da arteriola aferente em relago ao
da arteriola eferente, com consequente aumento do fluxo plasmatico

- renal e da pressao hidraulica transcapilar, resultando em um aumento da
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taxa de filtragdo glomerular [Hostetter et al, 1981; Zatz et al, 1985].
- Diversas anormalidades podem aumentar a pressdo hidraulica
transglomerular no rim diabético [Hostetter et al, 1981; Zatz et al, 1985]:
a hiperglicemia aguda per se [Wiseman et al, 1985], a deficiéncia de
insulina [Bank et al, 1987], o aumento da concentragdo intra-celular de
sorbitol associado a redugdo do mio-inositol [ Goldfarb et al, 1986 ], o
aumento da concentragio glomerular de prostaglandinas vasodilatadoras
- como a PGE, [Schambelam et al, 1985; Barnett et al, 1987], o aumento
da concentragdo plasmatica do peptidio atrial natriurético [Ortola et al,
1987], e a deposicdo glomerular de produtos de glicosilagdo ndo-
enzimatica [Sabbatini et al, 1992]. Nenhum destes fatores entretanto foi
demonstrado até o momento, de forma inequivoca, ser suficiente
isoladamente para o desenvolvimento da hiperfiltragdo no diabete mélito,
€ uma etiologia multifatorial & portanto a mais provavel.

A proteinuria persistente acima de 500 mg/24h é caracteristica
do inicio da fase clinica da nefropatia diabetica. Ela é precedida por uma
elevagido sub-clinica da excregdo urinaria de albumina, denominada
microalbumintria, convencionalmente definida como a carga excretada
de albumina entre 30 a 300 mg/24h [Viberti et al, 1982] sendo predictiva
para o surgimento de nefropatia clinica no DMID e DMNID e para
mortalidade cardiovascular no DMNID [Messent et al, 1992].
Aproximadamente 20% dos pacientes com DMID [Parving et al, 1988] e
25% dos DMNID [ Damsgaard et al, 1986 ], sem proteintria detectavel,

excretam quantidades maiores do que o normal de albumina urinéaria.
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Patogénese da glomerulosclerose diabética

Fatores hemodindmicos-renais

Diversas evidéncias indicam que o aumento da pressdo capilar
glomerular seja um dos principais fatores na patogénese da
glomerulosclerose diabética: 1) a progressdo da expansio mesangial
no rim remanescente de ratos diabéticos uni-nefrectomizados é mais
rapida em comparag&o aos rins de ratos diabéticos nao-nefrectomizados
[Steffes et al, 1978]; 2) rins clipados de ratos diabéticos apresentam
lesdes de glomerulosclerose diabética menos intensas do que os
respectivos rins contralaterais nao-clipados [Mauer et al, 1 978]; 3)
ratos com DM induzido por estreptozotocina submetidos 3 dieta
hiperprotéica apresentam glomerulosclerose mais precocemente quando
ha aumento da press&o intra-glomerular induzida por dieta hiperprotéica,
independentemente do controle metabélico [Zatz et al, 1985], 4) a
reducdo da presséo capilar glomerular a niveis normais com o inibidor
da enzima conversora da angiotensina, enalapril, confere protegzo para o
surgimento da glomerulosclerose em ratos diabéticos [ Zatz et al, 1986 ].
No entanto, quando ratos ndo-diabéticos sao submetidos a ablagdo renal
nao se observa a mesma correlacio entre a presséo capilar glomerular
e les&o glomerular em um mesmo glomérulo [Yoshida et al, 1980]. Desta
forma, a hipertensio capilar glomerular parece ser um fator importante,

porém a presenga da hiperglicemia é essencial para o surgimento da
glomerulosclerose diabética.
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Fatores metabdlicos:

Tanto o efeito direto da glicose como o da glicosilagdo nao-
enzimatica podem estar implicados na patogénese da glomerulosclerose
diabética. A evidéncia que sustenta a participagdo direta da glicose
deriva de estudos in vitro. Nestes, observou-se que células mesangiais,
endoteliais e epiteliais glomerulares, quando submetidas a um meio
contendo alta cdncentragéo de glicose, aumentam a sua sintese de
componentes da matriz extra-celular como de colageno do tipo IV
[ Haneda et al, 1991; Danne et al, 1993; Ayo et al, 1990, Ayo et al, 1991
Pugliese et al, 1994], de fibronectina, laminina e de colageno do tipo VI
[Pugliese et al, 1994]. Este efeito independe da osmolaridade do meio
de cultura, pois as células mesangiais ndo aumentam a secregdo
destes componentes quando o meio de cultura é suplementado com
manitol no lugar da glicose [Pugliese et al, 1994]. Os mecanismos pelo
qual a glicose poderia aumentar esta sintese de matriz extra-celular ndo
s&o totalmente conhecidos, porém t&m sido propostos: 1) a formagao
de produtos de glicosilag&o nZo-enzimatica [Cohen et al,1994a; Cohen et
al, 1994b]; 2) alteragdes bioquimicas relacionadas com a utilizagdo da
glicose pela via dos polidis, como o aumento da relagdo NADH/NAD+
( em fungdo da oxidag&o do sorbitol em frutose ) que por sua vez ativa a
proteina quinase C, [Craven et al, 1989, Pugliese et al, 1994), e da
redugdo intra-celular do mio-inositol [Pugliese et al, 1994] e 3) um
possivel aumento da concentragio intra-celular de radicais livres,
causando estresse oxidativo [Ceriello et al, 1992].
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Fatores genéticos

As evidéncias de que fatores genéticos também podem estar
envolvidos na patogénese da nefropatia diabética derivam basicamente
de estudos epidemiolégicos: 1) existe maior prevaléncia de hipertensao
arterial entre parentes de pacientes com DMID, portadores de
microalbuminuria ou nefropatia diabética [Viberti et al, 1987; Krolewski et
al, 1988] e de doenga cardiovascular [Earle et al, 1992]; 2) o contra-
transporte sédio-litio, aceito como um marcador genético confidvel para
hipertensdo essencial [Canessa et al, 1980; Hasstedt et al, 1988],
correlacionou-se diretamente com os niveis de albumintria de pacientes
com DMID [Lopes de Faria et al, 1992]. Estes dados sio sugestivos de
que a predisposigido familiar para hipertensdo arterial e para doenga
cardiovascular pode aumentar o risco para o surgimento nefropatia
diabética em alguns pacientes, mas a base genética para este risco

ainda nao esta definida.

Participagéo das citocinas na nefropatia diabética

As citocinas sd3o peptidios sintetizados por células para
transmissdo de sinais intracelulares (atividade autécrina) e intercelulares
(atividade paracrina). Sua ag3o pode abranger a regulagem do
remodelamento tecidual, tanto o planejado ( como na embriogénese e no
desenvolvimento) como o nao planejado ( inflamag3o, proliferagao
celular, reparagdo tecidual e a carcinogénese ) como também o
" turnover " da matriz extra-celular, atuando sobre a sintese e a

degradagdo dos seus sub-componentes. Estas agbes podem ser
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estimulatérias ou inibitérias, dependendo da influéncia de outras

citocinas e do estado fisiolégico da célula alvo e da matriz extra-celular
[Border & Noble 1993].

Tanto células mesangiais como epiteliais renais respondem as
citocinas de 3 formas: com hipertrofia, com proliferagdo celular ou com
produgdo de matriz extra-celular. O papel de algumas citocinas &
conhecido em diversas patologias inflamatérias renais, mas muito pouco
esta definido com relagdo ao seu papel na patogénese da nefropatia
diabética.

A IGF-l (insulin growth factor-1) & um peptidio de 70
aminoécidos, cuja expressio é induzida pelo hormdnio do crescimento,
entre outros mecanismos, tendo receptores homoélogos aos da insulina
[Daniel et al 1 992], os quais ja foram identificados em células
mesangiais em cultura [Aron e cols 1989] e em glomérulos intactos
[Conti e cols 1989]. A produgio local de IGF-I no rim parece ser mais
importante do que a sistémica no controle do crescimento renal, -
especialmente na hipertrofia induzida pelo hormdnio do crescimento.
- Considerando que os niveis de horménio do crescimento estio elevados
no diabete mal controlado, é possivel que a hipertrofia renal do diabete,
pelo menos em parte, possa estar sendo mediada pela IGF-I [Schwieger
& Fine 1990]. A evidéncia disto parte da observagio de que, em um
estudo, ratos diabéticos apresentaram um aumento significativo do
conteudo renal de IGF-I 24h apés o surgimento da hiperglicemia
[Flyvbjerg et al 1990]. Entretanto, Nakamura e cols 1993 nzo
evidenciaram aumento do MRNA-IGF-l no glomérulo destes ratos,
indicando que o aumento de producao local de IGF-I n&o ocorre a nivel
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de transcrigdo de RNA. Isto ndo afasta a possibilidade de haver um

possivel mecanismo translacional [Flyvbjerg et al 1990], ou a IGF-I
poderia também ter sua presenca mediada por infiltragdo renal de
macréfagos, ja que foi demonstrado que a modulagdo da expressido do
gene da IGF-I em fagécitos mononucleares & importante tanto para
reparagao tecidual como para a patogénese da fibrose [Nagaoka et
al,1990].

O PDGF (platelet derived growh factor) é um peptidio que foi
inicialmente observado em plaquetas, mas também & produzido por
diversos tipos celulares em cultura e apresenta uma agdo mitogénica
sobre diversas células especialmente os fibroblastos e células
musculares lisas [Daniel 1992]. As células mesangiais, e as endoteliais
renais podem expressar o mRNA que codifica o PDGF, mas os
receptores especificos do PDGF s3o descritos apenas nas células
mesangiais sendo estas portanto, as principais células-alvo para o
PDGF no rim [Shultz et al 1988]. O PDGF também é liberado por
macrofagos infiltrantes e por plaquetas ativadas. Tais observagdes
motivaram estudos que tém sugerido uma possivel participagdo do
PDGF em glomerulonefrites com proliferagdo mesangial [ Fellstrom et al
1989].

No diabete experimental, recentemente detectou-se aumentos
significativos da produgdic do mRNA-PDGF glomerular em ratos,
indicando haver um aumento da produgédo de PDGF no glomérulo
destes animais [Nakamura et al, 1993]. Parece existir também um
aumento da atividade proliferativa no sobrenadante de plaquetas de
pacientes com DMID, relacionada ao PDGF [Hamet et al, 1985].
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Especula-se com isto, que a degranulagéo de plaquetas, ou a infiltragéo
de macrofagos ou mesmo as células glomerulares poderiam aumentar o
contetido renal de PDGF no diabetes. Mais estudos, contudo, ainda sédo
necessarios para avaliar o possivel efeito deste aumento de PDGF na
patogénese da nefropatia diabética.

O TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) € uma citocina produzida
especialmente por macréfagos e células mesangiais em resposta a
diversos estimulos agressores, com um importante papel regulatério na
resposta inflamatéria. O TNF-o tem um efeito estimulatério indireto na
proliferacdo das células musculares lisas vasculares via liberagéo
plaquetaria e endotelial de PDGF [Brownlee et al, 1988]. A sua secregéo
produz alteragdes endoteliais que levam a um aumento da

permeabilidade vascular [Brownlee et al, 1988].

Existe um aumento significativo dos niveis de RNA-TNF-a no
glomérulo de ratos diabéticos [Nakamura et al, 1993]. Também, ja foi
demonstrado que produtos de glicosilagdo ndo-enzimatica podem ligar-
se a receptores de TNF-a. em macréfagos e assim estimular a sua
produgao [Brownlee et al, 1988 ]. Tais evidéncias sugerem uma possivel
participagdo do TNF-o. na nefropatia diabética. Embora n&o esteja
estabelecida uma relagdo de causa-efeito, estes dados apontam para
uma possivel atuagdo conjunta do TNF-o e outras citocinas na
patogénese da nefropatia diabética, especialmente relacionado a um
aumento da permeabilidade vascular. ‘

A interleucina-1 (IL-1) também é sintetizada e secretada por
células mesangiais, as quais s3oc dotadas de receptores

especificos.Esta citocina  tem efeito proliferativo sobre células
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endoteliais, mesangiais, musculares-lisas e fibroblastos, podendo
também aumentar a sintese de colageno tipo IV.

O papel potencial da IL-1 na nefropatia diabética ainda nao esta
estabelecido [ Brownlee et al, 1988]. contudo, produtos da glicosilagao
avangada também podem ligar-se a receptores em macréfagos
estimulando sua sintese em conjunto com o TNF-o. [Brownlee et al,
1988].

Os dados relativos ao FGF (Fibroblast growth factor) sao
discrepantes no diabetes. Um autor demonstrou nio haver aumento
significativo do mRNA-FGF no cértex renal de ratos com diabete mélito
[Karpen e cols 1992], enquanto que o grupo de Nakamura e cols 1993
observou um aumento dos niveis de RNA-FGF no glomérulo.
Possivelmente estas diferengas sejam atribuidas a diferenca do material
estudado (cortex/glomérulo) e ndo afastam uma participagdo deste

peptidio na indugao da fibrose no rim diabético.

Participagéo do TGF-R na nefropatia diabética

Entre as citocinas acima referidas, o TGF-B (Transforming
Growth Factor-R ) possivelmente seja o que tenha maior importancia na
patogénese da nefropatia diabética. O TGF-R é uma citocina
multifuncional que foi inicialmente isolada a partir de plaquetas humanas
[Assoian et al, 1983), e posteriormente foi constatada estar presenté em
diversos tipos celulares. O TGF-B é encontradao sob trés isoformas
moleculares:TGF-B4, B, B3, que dividkem uma agdo bioldgica
semelhante. O mais estudado entre estes é o TGF-R,, o qual é

sintetizado a partir de um peptidio precursor de 391 amino4cidos que é
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Posteriormente clivado por proteases, dando origem a um complexo
conhecido como TGF-R latente. Este complexo & formado por um
dimero composto por 2 mondmeros de 12,5 kD interligados por pontes
dissulfeto (TGF-B ativo) que se apresenta ligado a outro dimero de 75
kD, conhecido como peptidio associado a laténcia, originario dos
fragmentos restantes da clivagem do sey precursor o qual confere
inatividade & molécula do TGF-B,. A excegdo das plaquetas, onde o
TGF-R ¢ liberado na sua forma ativa, o TGF-B, é usualmente secretado
sob a forma latente, depositando-se na superficie das células ou na
matriz extra-celular, sendo ativado in vivo por mecanismos ainda nao
conhecidos. Outra proteina conhecida como proteina de ligagdo do
TGF-B também pode ligar-se ao Peptidio Associado 4 Laténcia,
formando o grande complexo latente. A fungdo desta proteina ainda nso
& totalmente conhecida [Border & Noble, 1994].

Trés tipos de receptores especificos para o TGF-B; s3o
atualmente conhecidos. Os receptores tipo | ¢ || [Ebner et al, 1993] sao
serina-treonina quinases que se localizam na membrana celular e
mediam respectivamente a sintese de matriz extra-celular e 2a
proliferag&o celular. O receptor tipo Il [Lopez-Castillas et al,1994] é uma
proteoglicana conhecida como betaglicana que fica aderida 2 membrana
celular mas nio tem efeito sinalizador intra-celular conhecido, sendo
responsavel por fixar o TGF-B & membrana celular de forma a
apresenta-lo as demais estruturas.

Diversos niveis de regulagdo s3o possiveis no sistema TGF-R.
Os niveis de mMRNA-TGF-R podem ser afetados tanto por um aumento
da sua taxa de transcrigdo génica como por uma redugdo da taxa de
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degradagdo do transcrito. O peptidio TGF-R por sua vez é regulado
tanto pelo grau de ativagdo do complexo latente, como pela taxa de
ligagdo do TGF-R a diversas proteinas de ligagao, tanto intra como extra-
celulares, afetando assim a biodisponibilidade da molécula ativa.
Algumas citocinas podem aumentar a expressdo do TGF-R in vitro,
como o EGF em células NRK e o acido retindico em queratinécitos e
em células NRK (TGF-R,) [Danielpour et al, 1990]. O TGF-R também
~ parece ter sua secregdo potentemente estimulada pelo PDGF em
fibroblastos durante a cicatrizagdo da pele [Pierce et al 1989]. O
mecanismo de regulagdo do sistema TGF-B,, no entanto, ainda n3o esta
definido, mas recentemente foi demonstrado a presenga de sitios
especificos no gene promotor do TGF-B,, denominados sitios AP-1, que
ligam-se ao complexo protéico Jun/Fos, que é um produto da expressao
de proto-oncogenes, os quais estdo implicados no controle da

transcricao génica [Sharma & Ziyadeh, 1993].

A presenga do TGF-R1 ja foi demonstrada em diversos tecidos

em animais adultos. Thompson et al [1989] observaram presenga de
| marcada reagao imunohistoquimica no cértex adrenal, na medula dssea,
em midcitos cardiacos, condrécitos, em células ovarianas e em tibulo
distal renal de camundongo, utilizando anticorpo policlonal anti-TGF-R1.
MacKay et al (1990) verificaram, em glomérulo de ratos normais, a
presenca de grande quantidade de mRNA-TGF-f, bem como da
atividade para TGF-R1. As quantidades de mMRNA-TGF-B, e de mRNA-
TGF-B, nos glomérulos foram varias vezes maior do que as observadas
no rim total e no cortex. Os mesmos autores detectaram também, a

presenga de receptores de alta afinidade para TGF-, em cultura de
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células endoteliais, mesangiais e epiteliais glomerulares de camundongo
[ MacKay et al, 1989 ].

Em humanos, a distribuicdo do TGF-R4, ao nivel do rim, foi
estudada através de imunofluorescéncia indireta por Yoshioka et al
[1994] em porgdes histologicamente normais de biépsias renais obtidas
de pacientes com trauma, litiase ou tumor renal. Os resultados
mostraram marcada presenga de TGF-B; ativo nas arteriolas
glomerulares com minima reagdo no mesangio. O TGF-B, latente
apresentou reagdo na membrana basal glomerular e na cépsula de

Bowman, sendo também, menos acentuada no mesangio.

O TGF-B, exerce papel fundamental no controle da resposta
inflamatéria, da cicatrizagdo, e da remodelagéo tecidual. Em termos
gerais, ele coordena a seqUéncia de eventos da resposta inflamatéria
que inclui a agao quimiotatica sobre neutréfilos, mondécitos, células T e
fibroblastos, bem como a indugdo da secregéo de outras citocinas como
o FGF, TNF-a, IL-1, PDGF e inclusive do proprio TGF-R. Ele também
exerce efeito na formagdo do tecido de granulagdo bem como na

proliferagdo celular durante a reparagdo tecidual [ Border & Noble, 1994].

De todos os efeitos do TGF-B o mais peculiar é a sua capacidade
de promover acimulo de matriz extra-celular. Isto ocorre devido a
indugdo de um aumento da produgéo de varios componentes da matriz
extra-celular, associado a uma redugéo da sua degradagdo através de
um efeito simultaneo, seja reduzindo a produgio de proteases, seja
aumentando a sintese de seus inibidores. Além disso o TGF-R também

aumenta a sintese de receptores de superficie, conhecidos como
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integrinas, através das quais as células se aderem aos componentes da

matriz, promovendo maior adesao celular a matriz extra-celular.

O TGF-R, estimula a sintese de véarios componentes da matriz
extra-celular nas células renais residentes. Em células mesangiais de
ratos o TGF-R, aumenta a sintese de colageno tipo IV, |, fibronectina e
proteoglicanas [ MacKay et al, 1989, Creely et al, 1992; Border et al,
1990]. Células epiteliais também demonstram aumento de fibronectina,
coldgeno tipo IV e proteoglicanas em resposta ao TGF-B. Em
fibroblastos derivados do intersticio renal, em cultura, a resposta ao
TGF-R1, por sua vez, € aumentar a produgéo de colageno tipo |, lll e V.
Tais dados fornecem evidéncias indiretas que o TGF-B possa participar
in vivo na geragdo e manutengdo da membrana basal glomerular, da

matriz mesangial ou na formagao de glomerulosclerose.

O TGF-R tem sido implicado na patogénese da fibrose que ocorre
em diversos modelos experimentais e em doengas humanas. Em
modelos experimentais o TGF-B, j& foi demonstrado participar: 1) ao
nivel de figado, na esquistossomose e na fibrose induzida pelo tetra-
cIdreto de carbono [Czaja et al, 1989]; 2) ao nivel de pulmao, na fibrose
induzida pela Bleomicina [Khalil et al,1993]; 3) na pele, durante a
cicatrizagio normal [Sporn & Roberts, 1993]; 4) em artérias, durante a
re-estenose vascular [Wolf et al 1994]; 5) no sistema nervoso central,
durante a cicatrizagdo apds lesdo, e 6) ao nivel do rim, na reagio
inflamatéria tanto na glomerulonefrite aguda induzida por anticorpo anti-
célula do Timo [Okuda et al, 1990] como na glomerulonefrite anti-
membrana basal [ Coimbra et al, 1991].
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Na doenga humana, o TGF-R tem sido implicado na patogénese

da fibrose que ocorre: ao nivel de figado, na cirrose [Castilla et al 1991]

e na doenga veno-oclusiva [ Anscher et al, 1993 ]; a nivel de pulmao, na

fibrose pulmonar idiopatica [ Anscher et al, 1993]; ao nivel da pele, na

formagao de queldides [ Peltonen et al, 1991] e na esclerose sistémica

[Kulozik et al, 1990];e ao nivel do rim, na glomerulonefrite [Yoshioka et al

1993], na rejeigdo de enxerto renal alogénico [Shihab et al 1993], e na
nefropatia por HIV [Border et al, 1993b].

Trés linhas de evidéncias apontam para uma relagdo de causa-
efeito entre a produgdo elevada de TGF-B, e 0 acimulo de matriz extra-
celular nos modelos experimentais descritos. Em primeiro lugar, os
eventos in vivo que regulam o acumulo de matriz extra-celular (aumento
da produgéo de matriz extra-celular, inibigdo da atividade da protease e
aumento da expressao de integrinas) tem sido reproduzido in vitro pela
incubagao de células glomerulares normais com TGF-B4 [ Okuda et al,
1990; Tomooka et al, 1992, Kagami et al, 1993]. Em segundo lugar a
injegdo de anti-TGF-B, em ratos nefriticos demonstrou ser capaz de
bloquear o acimulo de métriz extra-celular [ Border et al, 1990] e, por
fim, a transfecgdo do gene do TGF-B; em rim de ratos normais acarreta
um aumento da produgdo de TGF-B;, bem como um rapido

desenvolvimento de glomerulosclerose [ Isaka et al, 1993].

Considerando os dados acima referidos, o surgimento das
alteragbes estruturais e funcionais renais no DM parece ser
conseqUéncia da participagdo de diversos fatores tanto hemodinamicos
como metabodlicos, decorrentes do surgimento da hiperglicemia

sustentada. O papel do TGF-R4, como elo de ligagio entre a agress3o
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inicial e sustentada causada pela hiperglicemia e o surgimento da
glomerulosclerose, € uma possibilidade que ainda necessita ser testada.
Um aumento do contetido de mRNA ao nivel de glomérulo em ratos com
diabete experimental nao-tratados com insullna foi recentemente
documentado no inicio da hiperglicemia [Yamamoto et al, 1993], mas o
Papel do TGF-B, durante o surgimento da glomerulosclerose diabética
permanece desconhecido. E possivel entio, que o TGF-R1 atue
estimulando a produgéo de matriz extra-celular mesangial, uma vez que
Sua acdo resulta em alteragbes morfoldgicas semelhantes as

encontradas na nefropatia diabética.



O presente trabalho tem por objetivos:

1. Avaliar a producio de TGF-B,, quantificando o contetdo de
MRNA para esta citocina nos glomérulos e cortex renal de ratos
diabéticos durante o surgimento da glomerulosclerose.

2. Avaliar, utilizando a imunohistoquimica, a distribuigio renal e o
conteldo de TGF-3, e colageno tipo |, neste modelo experimental.

3. Analisar possiveis correlagdes entre a presencga do polipeptidio
TGF -B, e a glomerulosclerose diabética.
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Animais

Foram estudados ratas Wistar, femeas, com peso entre 160 e
190g tornadas diabéticas através de injegdo endovenosa pela veia
caudal de estreptozotocina (STZ) (60mg/kg), diluida em tampao citrato
de sdédio (0,01M, pH 4,5). Os animais foram mantidos em dieta irrestrita
e normoprotéica (18% de proteinas), tratados com insulina NPH (1.0
Ul/d), com injegSes didrias, para manter os niveis de glicose plasmatica
entre (300-500 mg/dl). O controle metabdlico foi aferido através de fitas
reagentes ( glicose-oxidase ) especificas para glicose (Haemoglukotest,
Boehringer). Ratas controles, de peso semelhante, nao-diabéticas foram
injetadas com a solugéo de citrato de sédio. Foi considerado como inicio
do diabete a data da injegdo de STZ.

Desenho experimental

Os animais foram sacrificados em diferentes periodos para: 1)
quantificagdo do mRNA especifico para TGF-B, em cértex renal em
ratos diabéticos e controles com 1, 8 e 40 semanas de diabete; 2.
Andlise imunohistoquimica renal para TGF-B, e colageno tipo | em ratos
diabéticos e controles com 1, 8, 16, 24 e 40 semanas e 3. Quantificagso
do mRNA/TGF-R, em glomérulo isolado em ratos diabéticos e controles
com 20 semanas. O modelo experimental utilizado foi avaliado por
testes de fungao renal (taxa de filtragdo glomerular, excregao urinaria de

albumina, excregdes fracionada de sédio e potassio, depuragio osmolar
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e transporte de 4gua livie no ducto coletor ) e histomorfometria
(Histologia renal com coloragdo HE (hematoxilia/eosina), Tricrémio de
Masson para avaliagio de colageno total, e medida do volume glomerular
). Os parametros adotados para a validagdo do modelo foram: 1) O
surgimento de hiperfittragdo glomerular (definida como um aumento
superior a 2 desvios-padrado da média do grupo controle; 2) a presenca
de carga excretada de albumina sustentadamente superior a 2 desvios-
padrao dos controles da mesma faixa de idade: 3) a presenga de
crescimento glomerular determinado através de histomorfometria; 4)

demonstragao histoldgica da presenga de glomeruloesclerose.

Modelo Experimental

Estudo da Fungéo Renal

Taxa de filtragao glomerular (TFG):

A taxa de filtragdo glomerular foi estudada em 22 ratos diabéticos
(D) e 18 controles (C) com 1 semana (Dn=6 e Cn=6), 8 semanas
(Dn=11 e Cn=6) e 40 semanas (Dn=5 e Cn=6) da STZ, pelo método da
depurag&o de inulina previamente validado [Fuher et al, 1955]. Os
animais sdo anestesiados com Nembutal 40 mg/kg, ip. Apds entubagdo
traqueal, aartéria e veiafemural s3o canuladas para coleta de
sangue e administragdo de liquidos e ambos os ureteres canulados
para coleta de wurina. Os animais receberam uma dose inicial
("Priming") de 12 mg/100g de inulina diluida em PBS ( Solugdo de
NaCl 0,15M tamponada com PO, 0,01M, pH 7,2), e em seguida uma
dose de manutengdo de 0,5mg/min/100g através de uma bomba de
infusdo. Apés um periodo de estabilizagdo de 60 minutos, coletou-se
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urina durante 2 periodos de 30 minutos, e plasma ao término do periodo.
Ao final, os animais foram sacrificados por perfusdo. A dosagem de
inulina foi feita por colorimetria através de reacdo com a Antrona. A
curva padrio foi obtida com amostras de 35, 50 e 100 mg / % de
frutose.

Carga excretada de albumina (CEA)

A carga excretada de albumina foi avaliada em amostras de
urina de 24h, de um grupo de 8 ratos diabéticos e 8 controles apos 1,
4, 8,12,16, 20, 24, 32, 36 e 40 semanas da injegdo de STZ através de
eletroimunoensaio em gel de agarose desenvolvido por Laurell et al
[1972] e adaptado por Coimbra et al. [1983]. As amostras foram
obtidas colocando-se os ratos em gaiolas metabdlicas e apos
conservadas em azida sédica 2%. Utilizou-se anticorpo anti-albumina de
rato desenvolvido em coelhos, neste laboratério, e padrées de albumina
de rato de 25, 50 e 100 ug/ml, e agarose 1% (Tipo |, Sigma).

Excregéo Fracional de Sédio (EFy,) e Potassio (EFk), Clearance
Osmolar (Cogm) € Transporte de Agua no Ducto Coletor (TCH20)

Foram feitas dosagens urindrias e plasmaticas de sédio e
potassio e medidas da osmolaridade sérica e urinaria em ratos
diabéticos com 8 semanas (n=9), 16 semanas (n=6), 24 semanas (n=4)
e 40 semanas (n=4) apds a injegdo de STZ e em 1 grupo controle inicial
(n=4).
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Utilizou-se um fotdmetro de chama ( Corning photometer 400 )

para as dosagens de s6dio e potassio e 0 método da redugdo do ponto
de congelamento, (Fiske, Osmometer, Ma. U.S.A ) para medida da
osmolaridade. A excrecdo fracional corresponde a porcentagem da
Carga excretada de um determinado soluto que foi filtrada pelos
glomérulos e foi obtida pela razio clearance do soluto referido pelo
clearance da inulina x 100 e expresso em %, e o clearance osmolar
multiplicando-se a osmolaridade urinaria pelo fluxo urinario e dividindo
pela osmolaridade plasmatica. O transporte de agua no ducto coletor
foi obtido a pela diferenga entre o clearance osmolar e o fluxo urinario no

mesmo periodo.

Analise histolégica e morfométrica

Os rins dos animais sacrificados apés o estudo da Taxa de
fitragdo glomerular foram utilizados para analise histolégica e
morfométrica. Foi utilizada a coloragdo Hematoxilina-Eosina e Tricrémio
Masson para andlise histolégica e do contetido total de colageno renal
respectivamente.

O volume elipséide glomerular (VG) foi medido nas preparagdes
histolégicas de ratos diabéticos (D) e controles (C) com 1 semana
(Dn=3 Cn=3); 8 semanas (Dn=4 Cn=3) e 24 semanas (Dn=3 e Cn=3).
Utilizou-se a medida do perimetro dos 50 primeiros glomérulos
periféricos encontrados em cada lamina, observados atraves de um
microscopio éptico acoplado a uma cdmara clara e a um analisador de
imagens semi-automatico ( Mini-MOP, Kontron Bildanalyse ). A
estimativa do VG é obtida a partir da conversio matematica da drea de
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cada glomérulo em volume elipséide. Os valores sio expressos em
1x10-5 mms,

Analise do RNA

Preparo do Cértex renal

Tecido cortical renal foi obtido de 18 ratos diabéticos (D) e 19
controles (C), com 1 semana (Dn=6 Cn=6), 8 semanas (Dn=8 Cn=8) e
40 semanas (Dn=4 Cn=5) da injegdo de STZ. Os animais foram
anestesiados, os rins foram perfundidos com PBS ( NaCl 0.15M,
tampéo fosfato 0,01M, pH 7,2 ) e ambos os rins retirados. A gordura e a
capsula renal foram removidas, e o cértex separado a temperatura de
40C. Fragmentos de aproximadamente 500 mg de cortex foram obtidos

por cada animal.

Isolamento de glomérulos

Os glomérulos foram obtidos a partir de um pool de 12 animais
controles e 16 diabéticos com 20 semanas da injecdo de
Estreptozotocina (ou tampao citrato de s6dio) e submetidos ao processo
de filtragem sequencial. Os ratos foram anestesiados com eter etilico, os
rins perfundidos com PBS gelado, a gordura e a capsula foram
removidas, e o cortex separado sobre uma placa de Petri & temperatura
de 49C. O cértex foi cortado em fragmentos de até 1 mm e o material
colocado sobre um filtro de 180 ym através da qual se instila PBS
gelado. O filtrado foi novamente passado através de um segundo filtro
de 106 um e posteriormente através de um terceiro de 75um que retém
os glomérulos. O filtrado foi centrifugado com 1080 G 3 temperatura de
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49C por 10 minutos, o sobrenadante foi decantado e o sedimento
analisado com um microscépio invertido. Amostras contendo 95% de

glomérulos intactos foram ent3o utilizadas para extracao do RNA.

Extragcdo do RNA

Utilizamos a técnica do Fenol / Cloroférmio [Chomczynski et al
1987] para extragdo de RNA mensageiro. O material contendo ou o
cortex ou os glomérulos foi suspenso em um tampao de

homogeneizagao contendo:

—
Tiocianato de Guanidina 4M

EDTAS mM

Tris 50 mM, pH 7,4

pH 7,4

2-Mercaptoetanol 0,36ml/50ml

a 49C e entdo homogeneizado com um Polytron.
A solugdo contendo o homogeneizado foi imediatamente re-

Suspendida em :

- sarcosil 10%
- acetato de sédio 2M, pH 4,0

- fenol

- cloroférmio/alcool isoamila (50:1
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Apds repouso por 15 minutos, o material homogeneizado foi
centrifugado a 3000 r.p.m durante 20 minutos & 100C. O sobrenadante
foi cuidadosamente aspirado de modo a evitar aspirar a interface,
O sobrenadante foi novamente re-suspendido em etanol 100% e
deixado precipitar durante a noite. Apds, o mesmo foi re-centrifugado a
10.000 r.p.m por 20 minutos & 49C, o sedimento ressuspendido em
solugéo de homogeneizagdo e novamente precipitado em etanol 70%,
centrifugado e lavado com etanol 70%. A quantificagdo foi realizada
através de espectofotometria com leitura em 260 e 280 nm. Indices
(260/280 ) superiores a 1.65 foram utilizados para hibridizag3o.

Andlise do RNA total
Dot-Blot

Para fixagdo e quantificagido do RNA total, foram utilizadas
membranas de Nitrocelulose ou Nylon (Schleicher & Schuel, Zetabind,
UNO), através da técnica ja descrita [ Church & Gilbert, 1984]. A
membrana é umidificada na solugdo SSC 6x:

NaCl 3M
Citrato de sddio 0.3M
pH 7.0

acoplada a uma cémara contendo orificios para aplicagdo. Os
orificios foram preenchidos com a soluggo SSC 6X e em seguida
aplicou-se vacuo. Amostras de 20ug de RNA total diluidas em 10 pl de
agua tratada com DEPC foram acrescidas da solugéo :
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- Formamida 100% 20 pl
- Formaldeido 37% 7
- Solugdo 6 x SSC 2 pl

& incubadas por 15 minutos & 689C e, imediatamente apds, resfriadas

em gelo. As amostras foram diluidas em 400 Ml de solugdo SSC 6x e
aplicadas sobre a membrana em concentragdes decrescentes ( 10 ug,
Sug e 2.5 ug ) e posteriormente fixadas 3 800C por 2h.

Northern-Blot

Com o objetivo de avaliar a presenca de degradagdo do RNA
total, utilizamos a técnica de Northern blot descrita por Maniatis et al
1982. Concentragées de 30 Hg de RNA total foram aplicadas a um gel
de agarose 1% contendo formaldeido 37% e tampdo fosfato 20%, e
Submetidas a eletroforese. O RNA do gel foi transferido para
Membranas de nylon ou nitrocelulose, corado com azul de metileno e

fixado para hibridizacgo.

Marcagao do cDNA

Utilizamos o c-DNA especifico obtido pela excisao do plasmidio
PRas ( que continha a seqiiéncia de DNA para TGF-B, humano ) pela
®nzima de restrigdo EcoR,, e purificado através de eletroforese em
agarose. O c-DNA foi gentilmente cedido pelo Dr. Roger Wiggins, -
Ann-Arbour, Michigan, U.S.A. Utilizamos a técnica “"Random-Priming",
Com a abertura da dupla-hélice do DNA e incorporagdo de citidina
Marcada com [32P] no DNA sintetizado na presenga de nucleotidios e
DNA polimerase ( Boehringer Manheim Biochemical ). A separagio dos
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fragmentos marcados foi feita em colunas de sephadex G-50. Os

fragmentos purificados sdo marcados com atividade especifica de 1 x
10% dpm / pg.

Hibridizagao
As membranas foram pré-hibridizados por um periodo de 4 horas
a 60°C em um envélucro plastico com uma solug@o contendo:

Solugao de Denhart 2x,
SSC 6x
SDS 0,1x

Posteriormente foi adicionado cDNA sonicado de esperma de
salmao ( para inibir ligagbes inespecificas ) e o c-DNA especifico para
TGF-B; marcado, na concentragéo de 105 pg/ml, e deixado por um
periodo de 16 horas & 60°C em banho de agitagdo continua. Os filtros
foram posteriormente lavados com uma solugdo contendo:

SSC 2x
SDS 0,5%

em temperatura ambiente, e em seguida com a solugio:

SSC 1X
SDS 0.5%
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a 68 OC por um periodo de 20 minutos, por 3 vezes. Auto-radiogramas
das membranas foram obtidos apés 7 dias de incubagdo em contato
com filmes (X-OMAT AR, Kodak) a -700C. A quantificagdo foi feita
através de densitometria éptica.

Com o objetivo de corrigir eventuais diferencas nas quantidades
de RNA total aplicado & membrana, realizamos hibridizagdo com uma
sonda c-DNA especifica para a fragdo 28S do RNA de rato. A relagéo
entre a intensidade do sinal para o TGF-B, pelo obtido para o 28S foi
utilizada para anélise.

Imunohistoquimica

Foram estudadas 14 ratas diabéticas (D) e 10 controles (C) com
1 semana (Dn=2 Cn=2); 8 semanas (Dn=3 Cn=2); 16 semanas (Dn=3
Cn=2); 24 semanas (Dn=3 Cn=2), e 40 semanas (Dn=3 Cn=2) da
injeg@0 de Estreptozotocina.

Os animais foram anestesiados com eter etilico e submetidos 3
perfus&o renal com PBS até o branqueamento. Imediatamente apds, os
rins foram removidos, a gordura renal e a capsula foram retiradas e
entdo os rins foram fixados em solugdo de Bouin. Posteriormente os
rins foram lavados em etanol 70%, desidratados através de uma
sequéncia decrescente de solugbes de etanol e entao foram incluidos
em Paraplast (Eletron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). Os
mesmos foram cortados na espessura de 3 Mm, re-hidratados e
incubados durante a noite a 49°C com um anticorpo monoclonal anti-
TGFR, de camundongo ( 1D11.16, 20 pg/ml - generosamente cedido
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pelo Dr L. Ellingsworth, PhD - Celtrix Pharmaceutical Inc. Palo Alto, CA)

Ou com um anticorpo policlonal anti-colageno tipo | de rato produzido em
coelho diluido 1/200 (Chemicon International INC., Temecula, CA).
Usou-se como segundo anticorpo biotinilado, anti-IgG de camundongo
ou coelho respectivamente e o produto da reac@o foi revelado pela
Avidina-Peroxidase ( Vectastain, Vector Lab., Burlingame, CA).

A coloragdo da reagdo foi obtida com 3,3 diamino-benzidina
( Electron Microscopy Sciences ). As ligagdes nao-especificas foram
bloqueadas por incubagao com soro de cabra 5% em PBS por 30 min.
Os controles consitiram em substituir o anticorpo anti-TGF-B, ou anti-
colageno tipo | por IgG de rato ou coelho normais.

Utilizamos um método semi-quantitativo [Raij et al, 1984] para
graduar a reagdo imunohistoquimica com anticorpo anti- TGF-R,. A
cada 100 glomérulos observados por lamina, correspondente a um rato
individual cada, foram atribuidos escores de O a 3 baseados na
intensidade da reagéo como se segue: 0 (nenhuma reag3o), 1 (presenca
de reagdo em 25% do tufo glomerular), 2 (50% do tufo glomerular) ou 3
(mais de 75% do tufo glomerular). O escore final de cada rato foi

obtido através da equagéo a seguir:

Escore = . Fi(i)

onde Fi & a porcentagem de glomérulos com um dado score i.

Anilise estatistica
Utilizamos teste T para amostras independentes em todos os
testes exceto na analise da Taxa de filtragdo glomerular e do volume
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glomerular onde utilizamos ANOVA para dados paramétricos com teste
de Scheffe e corre¢ao de Bonferoni. Os dados da excregao urinaria de
albumina foram previamente transformados em logio para andlise.
Utilizamos correlagao de Person para o valor de r entre os escores da
imunohistoquimica para TGF-R, e a excregao urinaria de albumina. O
nivel de significancia considerado foi p<0.05.
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Controle metabélico

Somente os animais que apresentaram hiperglicemia sustentada
entre 300 e 500 mg/dl foram utilizados no estudo. A carga excretada
de glicose em 24h de ratos diabéticos com 8 a 40 semanas e a glicemia
com 8 semanas de diabete estdo representadas na tabela1 Todos os
controles apresentaram niveis normais de glicose plasmatica. O ganho
ponderal dos ratos diabéticos foi significativamente inferior a0 do grupo
controle (p<0,05)(figura 1).

Tabela 1 Gllicemias e glicostrias de ratos diabéticos e controles.

Os resultados estio expressos como média + erro padrdo. n= numero
de animais.

Semana Diabete Controle P
8 458 + 7 n=16 113+ 7 n=8 p<0,001
Glicosuria (mg / 24h)
Semana Diabete Controle P
8 4613 + 379 n=14 28 £ 03 n=7 p<0.001
24 1978 + 145 n=6 - -
28 4786 + 434 n=5 - -
30 4202 + 739 n=5 . -
38 5587 + 598 n= - -

A0 B £ 274 0=8 24102 n=8  p<0.001
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Figura 1. Peso ( g ) dos animais diabéticos e controles. Tempo=
Periodo em semanas apés a inje¢do de estreptozotocina (diabéticos) ou
Solugéo de citrato de sédio (controles). NS= n3o significante; * p<0.05.
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Funcéo renal

Os dados de fungdo renal mostrados nas tabelas 2, 3 e nas
figuras 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 demonstram alteragées de fungdo renal tipicas
do diabete mélito que seréo descritas a seguir:

Fluxo urinario

A figura 2 apresenta o fluxo urinario de ratos diabéticos e
controles antes e ap6s a injegdo de estreptozotocina (diabéticos) ou
citrato de sédio (controles). O maior fluxo urindrio observado nos
diabéticos caracteriza a diurese osmética devido a maior concentracso
de glicose no filtrado glomerular.

Taxa de Filtragdo Glomerular

A média dos valores da taxa de filtragdo glomerular nos ratos
diabéticos aumentou significativamente em relagdo aos controles em na
primeira e na oitava semana (p<0,01) e na quadragésima semana
(p<0,05). O aumento observado foi de aproximadamente 30% acima dos

valores basais (tabela 2 e figura 3). Este aumento é caracteristico do

diabete mélito.

Tabela 2. Taxa de Filtragdo Glomerular ( mi/min/100g ) dos ratos
controles e diabéticos.Os resultados estio expressos como média + erro
padréo, n= nimero de animais, tempo = periodo apés a administragdo
de estreptozotocina (diabéticos) ou de citrato de sédio (controles)
expresso em semanas.

- Controle ~  p

~Tempo  Diabete
1 1,07+ 0,07 n=6 0,76 £0,03 n=6 p <0,01
8 1,031 0,05 n=11 0,84 £0,03 n=6 p <0,05

o 80 .105£005 n=5  081£007 n=6 ~ p<0,05
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Figura 2. Fluxo urinario ( ml/24h ) de ratos diabéticos antes (0), e
apds 8, 24 e 40 semanas da injegao de estreptozotocina e controles
antes (0) e apés 8 e 40 semanas da inje¢cdo de citrato de sddio. Os
resultados estéo expressos como média + erro padrdo. *** p<0.001.
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Figura 3. Taxa de filtragdo glomerular em ratos diabéticos (D)
(barras hachuriadas) e controles (C)(barras vazias) com 1 semana
( Dn=6;Cn=6)), 8 semanas (Dn=11,Cn=6) e 40 semanas (Dn=5 e Cn=6)
em mi/minuto/100g de rato. Os resultados estao expressos como média
+ erro-padrao. Tempo=periodo apds a administragao de estreptozotocina
( diabéticos) ou citrato de sddio ( controles).* p<0,05 ** p<0,001.
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Carga excretada de albumina
A Carga excretada de albumina mostrou um aumento significativo
e persistente em relagéo aos controles apés 16 semanas da indugéo do
diabete. (figura 4 e tabela 3). Ao atingir 40 semanas os ratos diabéticos
apresentaram uma média geomeétrica 14 vezes maior do que seus
respectivos controles (p<0,001), caracterizando a presenca de

nefropatia diabética.

Tabela 3 Excregdo urinaria de albumina ( ug/24h ) em ratos
controles e diabéticos. Os resultados estdo expressos como média
geométrica £ erro padrdo. Tempo (semanas) = periodo apés a injegdo
de estreptozotocina (animais diabéticos) ou citrato de sédio (controles).
N= ndmero de animais.

Tempo ~  Diabete ontrole  ~ p

1 155 £ 21 n=12  123£17 n=10 NS
8 465 £ 78 n=12 178129 n=8 0<0.01
12 239+ 20 n=5 19131 n=8 NS
16 721+ 175 n=8  243:97 n=5 0<0.01
24 1000+ 242 n=5  212+56 n=4 p<0.01
32 2052+ 780 n=6  219:43 n=5 p<0.001

40 5223+1789 n=6  366%92 n=6 p<0.001
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Figura 4. Carga excretada de albumina de ratos diabéticos (n=8)
(barras hachuriadas) e controles (n=8) (barras vazias) entre 1 e 40
Semanas da injegdo de estreptozotocina. Estdo representadas as
Medias geométricas e os erros-padrao em pg/24h. Tempo= periodo
apds a injegdo de estreptozotocina (diabéticos) ou tampdo citrato
(controles). Os dados foram transformados em logaritmo decimal para
analise estatistica. *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Excregéo fracional de Sédio e Potassio, Clearance Osmolar e

Transporte de Agua no Ducto Coletor

N&o foi encontrada diferenca significativa na excregso fracional de
Sbdio ( Figura 5 ) e potéssio ( Figura 6 ) entre ratos diabéticos com 8,
16, 24 ou 40 semanas de hiperglicemia comparativamente a controles
basais e de 40 semanas. O clearance osmolar ( Figura 7 ) e o
transporte de agua no coletor (TeH20) (Figura 8) foram significativamente
Maiores nos ratos diabéticos com 8, 24 e 40 semanas, (p<0.05), |
Comparativamente aos controles basais. Estas observagtes também
estdo de acordo com o esperado em animais diabéticos. Uma maior
Carga de soluto (glicose) esta sendo filtrada, saturando portanto a sua
Capacidade de reabsorg&o ao nivel dos tibulos proximais. A presenca de
Solutos n3o absorviveis no tlbulo proximal vai interferir com o transporte
de sédio e agua, promovendo um aumento da diurese e do clearance
Osmolar ( maior quantidade de solutos na urina ). O transporte de agua
NO coletor também aumenta devido ao maior aporte de fluidos para o
tlbulo coletor.
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Figura 5. Excregdo fracionada de Sédio (EFpg ) em ratos
diabéticos com 8, 16, 24 e 40 semanas de diabete e controles basais e
40 semanas. Estio representadas as médias + erro padrio, em (%).

Tempo = periodo apds a administragéo da estreptozotocina.
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_ Figura 6. Excregdo Fracionada de potissio (EFk) em ratos
diabéticos com 8, 16, 24 e 40 semanas de diabete e controles basais e
de 40 semanas. Estao representadas as médias e erros padrao, em %.

€mpo= periodo apés a administragdo da estreptozotocina.



Diabete

[:] Controle

K

0.20
c
‘E 0.15 1
>
£
~ 0.101
£
)
o 0.05
O

0.00

8 16 24 40
Tempo ( semanas ) |

Figura 7. Clearance osmolar (Cosm) €M ratos diabéticos com 8,
16, 24 e 40 semanas e controles basais e de 40 semanas. Estéo

representadas as médias e 0s erros-padrdo em mi/min. Tempo =
periodo apés a injegéo de estreptozotocina. ** p<0,01, *** p<0.001.
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Figura 8. Transporte de agua no ducto coletor (TeH20) em
(mi/min ) em ratos diabéticos com 8, 16, 24 e 40 semanas € controles
basais e de 40 semanas. Estdo representadas as médias e os erros-
padrao. Tempo= periodo apds a injegdo da estreptozotocina ou de
citrato de sédio.** p<0,01, ***p<0.001.
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Histomorfometria
As médias + EP dos volumes glomerulares para diabéticos e

controles com 1, 8 e 24 semanas, em mm3 x 100 estio representadas
na figura 9 e tabela 4. Observa-se um aumento progressivo em ambos
Os grupos porém significativamente maior no grupo diabético apés 8
Semanas do inicio da hiperglicemia (p<0.001) sugerindo a presenga de

hipertrofia glomerular.

Tabela 4 Volume glomerular ( mm3x10-5 ) dos ratos diabéticos e
controles. Os resultados estdo expressos como média £ erro padrdo. n
= nUmero de animais, tempo = periodo apds a administragdo da
estreptozotocina (diabéticos) ou citrato de sédio (controles).

Tempo Diabete ~ Controle ~ p
1 30+3 n=3 25+2 n=3 NS
8 41+1 n=4 33+2 n=3 p<0.001
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Figura 9. Volume elipsdide glomerular em mm3 x 105 de ratos
diabéticos e controles com 1, 8 e 24 semanas. Est3o representados as
Médias + erro padrao das médias obtidas de 50 glomérulos por rato.
Tempo = periodo apés a administragao da estreptozotocina (diabéticos)
Ou citrato de sédio (controles).*p<0,05 , ***p<0,001.
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Analise histolégica com coloragéo para colageno

A andlise histolégica com coloragédo para coldgeno total mostrou
a presenca de espessamento mesangial com marcada deposigdo de
coldgeno em ratos diabéticos com 24 e 40 semanas de hiperglicemia
indicando a presenca de glomerulosclerose diabética do tipo difusa
(figura 10 inferior B e D). Nao observamos aumento da deposicéo de
colageno no grupo controle do mesmo tempo ( figura 10 inferior A e C)

nem no grupo diabético com menos de 16 semanas.

Imunohistoquimica:

A imunohistoquimica utilizando anticorpo monoclonal anti-TGF R,
de camundongo mostrou presenga de reagdo marcada ao nivel de
Mesangio e endotélio capilar glomerular que sé foi visualizada nos ratos
diabéticos com albumindria significativa, apds 24 semanas da indugao
da hiperglicemia, estando também presente nos ratos diabéticos com 40
semanas de doenga. (figura 10 superior B e D e figura 11). A reagdo é
especifica para os glomérulos, e apenas uma leve reagéo é observada a
Nivel tubular nos mesmos cortes. Nao encontramos reagéao nos ratos
controles da mesma idade (figura 10 superior A e C) nem nos controles
com IgG de camundongo.

Observamos a presenga de uma correlagéo significativa (r=0.905,
P<0.001) (figura 12) entre o escore de intensidade da reagado

imunoihistoquimica para TGF-B4 e a carga excretada de albumina bem
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como uma associagao temporal com o surgimento de colageno no grupo
diabético.

A imunohistoquimica utilizando anticorpo anti-colageno tipo |
mostrou presenga de deposigdo difusa e intensa deste sub-tipo do
colageno na regido mesangial e nos capilares glomerulares de ratos com
24 e 40 semanas de diabete mélito ( figura 13 B e 13 C). Pouca reagao
se observa nos controles de 24 semanas (Figura 13 A) e nenhuma nos

controles com IgG de coelho.

Figura 10 Superior. Imunolocalizagdo de TGF-4 no cértex renal
de um rato diabético com 24 semanas (B) e de quarenta semanas da
injecdo de estreptozotocina (D) e seus respectivos controles (A) e (C),
usando anticorpo monoclonal anti-TGF-R, de camundongo. Observe a
intensa reagdo presente no mesangio e parede capilar glomerular dos
ratos diabéticos. 280x.

Figura 10 inferior. Cortes obtidos dos mesmos ratos acima,
corados com Tricrdmio de Masson. B. Rato diabético com 24 semanas
apds a injecdo de estreptozotocina e D. Rato diabético com 40
semanas apds a inje¢do de estreptozotocina e seus respectivos
controles (A) e (C). Observe o aumento da coloragdo azul nas areas
mesangiais e na membrana basal indicando aumento da deposigéo de
colageno total. 280x.
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Figura 11: Imunolocalizagdgo de TGF-B; com anticorpo
monoclonal de anti-TGF-R4 de camundongo em coértex renal de um rato
diabético com 24 semanas (A) e quarenta semanas do inicio da
hiperglicemia (B). Observe a reagdo mais intensa presente no
glomérulo dos ratos diabéticos de 40 semanas (setas). 150x.
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Figura 12. Correlagao entre os escores da reagdo obtida com a
imunohistoquimica renal coim o anticorpo monoclonal anti- TGF-RB4 e os
a excregao urinaria de albumina correspondente em ratos diabéticos. O
calculo do escore obtido na imunohistoquimica para TGF-B, est3
descrito no texto. A carga excretada de albumina est4 representada em
Mg/24h. r=0,905, p<0.001.
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Figura 13. Imunolocalizagio de colageno tipo | em cortes renais
de ratos com diabete mélito de 24 semanas (B) e 40 semanas (C) e um
rato controle de 24 semanas (A). Observe a deposicdo difusa de
Colageno na regido mesangial nos ratos diabéticos.420x.







67

Analise do mRNA cortical e glomerular para TGF-R,

Os niveis de mRNA para TGF-R, no cértex renal quantificados
através de dot-blot foram 30% menores nos ratos diabéticos
comparativamente a seus respectivos controles com 1 semana (p<0.01),
8 semanas (p<0.05) e 40 semanas (p<0.01) da indugdo do diabete e
estao representados na figura 14.

Para estudar a expressdo renal de TGF-B; em glomérulo
estudou-se o mRNA para TGF-B, em um pool de glomérulos de ratos
diabéticos 20 semanas da indugdo e de controles da mesma idade.
Observamos um aumento definido do mMRNA-TGF-B4 nos glomérulos

dos ratos com 20 semanas do inicio da hiperglicemia (Figura 15).

Figura 14. Quantificagdo do MRNA-TGF-B4 no cértex renal de
ratos diabéticos (barras hachuriadas) e controles (barras vazias) com 1
semana (Dn=6 Cn=6), 8 semanas (Dn=8 e Cn=8) e 40 semanas (Dn=5
e Cn=4) apés a injegéo de estreptozotocina por hibridizagdo com cDNA
de TGF-B; humano em dot-blot. Os dados s3o expressos como
porcentagem dos controles e estio representadas as médias e erros-
padrdo. O valor do controle é designado 100%. *p<0,05 ** p<0,01,
***n<0,001. Autoradiograma de valores individuais sdo mostrados ao
lado dos graficos, onde a primeira linha representa dots de um rato
individual (C=controle e DM=diabético) em 3 diluicses diferentes,
respectivamente 10, 5 e 2,5 ug de RNA total. A linha abaixo corresponde
aos mesmos dots, no mesmo ensaio, hibridizados com cDNA para a
28S de rato.









70




71

Os primeiros estudos in vivo mostrando que o TGF-B; poderia

estar relacionado com doenga glomerular em modelos experimentais
foram realizados por Okuda et al 1990 e Coimbra et al [1991].

No estudo de Okuda et al [1990 ] foi utilizado um modelo de
glomerulonefrite mesangial em camundongos, a qual foi induzida pela
administragdo de anticorpo anti-célula do timo. Nestas condigdes estes
autores observaram um aumento do RNA mensageiro para o TGF-R, e
da atividade deste polipeptidio nos glomérulos. Posteriormente, Border et
al [1992] também constataram, no mesmo modelo experimental, que a
administragdo de um anticorpo capaz de neutralizar a atividade para o
TGF-R, reduzia o aumento da produgdo de matriz extra-celular nesses

animais.

No estudo de Coimbra et al [1991], em um modelo de
glomerulonefrite produzida pela administragdo de anticorpo anti-
membrana basal em coelhos, foi observado que os niveis de RNA
mensageiro e a atividade para o TGF-R, estavam aumentados no cértex
total e nos glomérulos renais desses animais durante a evolugdo da
doenga. Os autores verificaram também que o meio condicionado obtido
de cértex renal desses animais estimulava a producdo de colageno pelas
células mesangiais em cultura, e que esse efeito estimulante era inibido
pela administragéo de um anticorpo especifico para o TGF-R,.
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A motivagdo para a realizagdo do presente estudo surgiu com

estes trabalhos. Na ocasido, nio se encontravam na literatura estudos

que tivessem avaliado a possibilidade de envolvimento do TGF- R, na
génese e na evolug3o da nefropatia diabética.

Posteriormente surgiram evidéncias sobre a participagéo do TGF-
By na patogénese de diferentes tipos de nefropatias experimentais. O
TGF-R, participa na génese e evolucdo das doencas renais induzidas
por Puromicina [Jones et al, 1 991]; obstrugao ureterél [Keneto et al,
1993]; Adriamicina [Tamaki et al, 1994] e pela Angiotensina [Kagami et
al, 1994]. Também foi verificada a existéncia de determinadas
proteoglicanas, como a Decorina e a Biglicana, as quais s3o capazes de
inibir a atividade do TGF-R, [Yamaguchi et al, 1990].

No momento, as principais evidéncias experimentais que
mostram que o TGF-B, possa ter um papel importante na patogénese e
na evolugdo de lesbes glomerulares em doengas renais s3o as
Seguintes: 1) existem observagdes realizadas in vivo que demonstram
Uma associagéo temporal entre o aumento da producéo e da atividade
do TGF-RB; com o aumento da matriz extra-celular que pode ser
reproduzido in vitro, pela incubagio de glomérulos ou de células
mesangiais com preparagées contendo TGF-B, [Okuda et al, 1990:
Coimbra et al, 1991; Kagami et al, 1993}, 2) a administragéo do
anticorpo anti-TGF-R, ou de Decorina - um inibidor especifico do TGF-RB,
- pode reduzir a produgdo de colageno pelas células glomerulares na
glomerulonefrite experimental [Border et al, 1990 e 1992]; 3) A
introdugo pela artéria renal de um DNA de plasmidio contendo o cDNA
para o TGF-R34 provoca um aumento da produgdo de diversos tipos de
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colageno ( tipo I, Ill, e IV) pelas células glomerulares levando 3 esclerose
glomerular [ Isaka et al, 1993].

A participagao do TGF-B; na nefropatia diabética em humanos
vem sendo proposta recentemente. Yamamoto et a| [1993] analisaram,
através de imunofluorescéncia, biépsias de pacientes com nefropatia
diabética avancada, utilizando anticorpo anti-TGF-R,, e compararam
com observagées em controles normais e em portadores de
glomerulonefrite de lesées minimas. Os autores encontraram forte
reagao imunohistoquimica para o polipeptidio TGF-B; nos glomérulos de
pacientes com nefropatia diabética, enquanto que nos controles e nos
pacientes com nefropatia de lesGes minimas a reacao foi de pequena
intensidade. O delineamento deste estudo foi transversal e, portanto,
ndo permite, isoladamente, conclusdes sobre uma possivel relago
Causa-efeito entre a presenca de reagio imunohistoquimica ao
polipeptidio TGF-R, e o surgimento da glomerulosclerose.

No presente estudo observou-se a presenca de um aumento da
quantidade do polipeptidio TGF-B, nos glomérulos de ratos com diabete
mélito com 24 e 40 Sémanas de hiperglicemia. A analise
imunohistoquimica com anticorpo para TGF-R4 evidenciou uma reagao
que localizou-se predominantemente na regido mesangial e na parede
dos capilares glomerulares, sendo queé esta reagdo foi minima nos
tdbulos renais. Evidenciou-se também a existéncia de um aumento
Marcado dos niveis de RNA mensageiro para TGF-B, no glomérulo
isolado de ratos diabéticos, tratados com insulina, j& com 20 semanas
de hiperglicemia. Este aumento, portanto, precedey gz deposicio do
polipeptidio TGF-R, no glomérulo. Por outro lado, no cértex renal, os
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niveis de mRNA-TGF-B, apresentaram-se, durante todo o periodo de

observagéo, significativamente reduzidos em relagéo aos seus controles,
confirmando que o aumento da produgdo de TGF-R, parece ter ocorrido
predominantemente nos glomérulos. Foi observado, ainda, uma
importante correlagéo entre a intensidade da reagio imunohistoquimica
para o polipeptidio TGF-B, com a carga excretada de albumina
correspondente, bem como uma associagio temporal com o aumento do
contelido de colageno total e colageno tipo I. Nenhuma reagdo foi
verificada nos glomérulos dos animais controles e dos ratos com diabete

de menor duragao.

Os resultados descritos no presente trabalho estdo de acordo
com estudos que tém mostrado que o conteldo glomerular de RNA
mensageiro para TGF-B; encontra-se aumentado em modelos animais
com diabete de inicio recente [Nakamura et al, 1993; Yamamoto et al,
1993]. No estudo de Yamamoto et al [1993], em ratos com 6 e 15
semanas de diabete e tratados com insulina, foi observado um ténue
aumento, a nivel glomerular, de RNA mensageiro para TGF-R4,de15¢e
1,8 vezes em relagdo aos controles nio-diabéticos, respectivamente.
Este aumento foi maior (2,5 vezes o basal) no grupo de animais
diabéticos ndo tratados com insulina. Resultados semelhantes foram
obtidos por Nakamura et al (1993) que constataram aumentos de 2,6;
3,6; e 5,6 vezes em ratos com 4, 12 e 24 semanas, respectivamente,
com DM n3o tratado. Em conjunto, esses estudos indicam que a
hiperglicemia sustentada, associada a deficiéncia de insulina, pode

induzir uma maior expressdo do RNA mensageiro para TGF-R, e
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consequentemente aumento da produgio de TGF-B4 no glomérulo de
ratos diabéticos.

No presente estudo encontramos nos glomérulos dos ratos
diabéticos com 20 semanas um sinal de TGF-R4, definidamente maior
Que os dos controles com a mesma idade, o que confirma as
observagdes de Nakamura et al e Yamamoto et al (1993), mas em um
periodo mais avangado, onde ja existe glomerulosclerose diabética. Os
dados foram consistentes em definir a existéncia de aumento da
produgéo do TGF-B; no glomérulo de ratos com glomerulosclerose
diabética.

Reunidos os resultados de Nakamura et al e Yamamoto et al, e
0s obtidos neste estudo, as evidéncias sio de que ha um aumento
moderado da produgéo de TGF-R,, que parece estar relacionado com a
intensidade da hiperglicemia, com a deficiéncia de insulina e com a
durag@o do diabete, indicando que o meio metabdlico diabético possa
estar interferindo significativamente na transcricdo génica do mRNA-
TGF-R,.

A relag&o entre o aumento persistente do contetido glomerular de
TGF-R, e a evolugéo da nefropatia diabética nio havia sido demonstrada
em estudos anteriores, pois estes utilizaram ratos diabéticos em uma
fase na qual a nefropatia ndo estava definida. Procurou-se, portanto,
manter os animais durante um periodo suficientemente longo (40
semanas) para o desenvolvimento das alteragdes de estrutura e de
funcdo renal tipicas da nefropatia diabética. Observou-se entdo, que
aumentos persistentes e progressivos da albumindria ocorrem somente

apés 16 semanas do inicio da hiperglicemia e a glomerulosclerose é
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detectada a partir de 24 semanas. A produgdo glomerular de mRNA-
TGF-B, estava aumentada com 20 semanas do inicio da hiperglicemia.
Este aumento poderia determinar um aumento da sintese do polipeptidio
TGF-B4 e contribuir para sua maior deposigao no glomérulo.

As provaveis consequéncias do aumento de atividade para TGF-
By no glomérulo sdo mdltiplas pois este polipeptidio tem uma agdo
estimulatéria significativa na sintese de varios componentes da matriz
extra-celular [MacKay et el, 1989; Border et al, 1990; Coimbra et al,
1991], além de reduzir a degradagio da matriz extra-celular recém
formada [ Edwards et al, 1987]. Foi demonstrado, em glomérulos de
ratos diabéticos, que a presenca do polipeptidio TGF-B, estava
associada a um aumento da sintese local de colageno [Bollineni et al,
1993]. Neste trabalho, Bollineni et al, [1993], observaram que pequenos
aumentos da concentragdo de TGF-R,, em cultura de glomérulos de
ratos normais, sdo suficientes para aumentar significativamente a
produgéo de colégeno, um efeito que é bifasico, pois, a partir de uma
determinada concentragao (5ng/ml) de TGF-R,, suplementacgdes
maiores de TGF-, passam a inibir progressivamente esta atividade de
sintese de colageno. Os mesmos autores observaram que glomérulos
de ratos diabéticos apresentam um pequeno, mas significativo, aumento
da atividade de sintese de colageno (1,5 vezes em relagdo ao controle),
a qual nfo apresenta o efeito bifasico observado nos glomérulos
normais. Quando se adiciona o anticorpo anti-TGF-R,, entretanto, este
aumento basal de atividade de sintese de colageno é supressivel a
hiveis normais, indicando ser este um efeito especifico do TGF-B,. Os

resultados do estudo de Bollineni et al, [1993] sugerem que pequenas
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concentragbes do peptidio TGF-R4, presentes no glomérulo de forma
Sustentada, podem ser suficientes Para manter um aumento da sintese
de componentes da matriz extra-celular in vitro, porém a reproducio de

glomerulosclerose diabética in vivo ainda necessita ser demonstrada.

A origem da deposicdo glomerular do TGF-B, observada nos
ratos diabéticos no presente trabalho, pelo menos em parte, parece ser |
devido a uma maior transcricdo de RNA e da sintese deste polipeptidio
por células glomerulares residentes. Os resultados aqui apresentados,
nao afastam, no entanto, a possibilidade de que a deposicdo glomerular
seja também secundaria a uma menor degradagio local do polipeptidio
TGF-R,. Teoricamente, pelo menos, isto seria possivel, uma vez que o
TGF-R, pode ligar-se & matriz extra-celular atraves de seus receptores
(betaglicana) e a dlicosilagdo naoc-enzimatica de alguns de seus sub-
componentes poderia interferir com esta ligagdo, estabilizando-a em
relagao a agio de proteases. Existe também a possibilidade de haver
uma maior degranulagio de plaquetas - as quais s3o ricas em TGF-B, a
nivel glomerular, uma vez que a adesividade plaquetaria pode estar
aumentada no diabete descompensado.

Os niveis reduzidos de mRNA-TGF-B1 encontrados, no presente
estudo, no cértex renal nfo haviam sido descritos na literatura até o
momento e podem ser explicados pela influéncia de alguns fatores: A
primeira possibilidade é a de que, devido & hipertrofia renal que existe ja
nos primeiros dias de diabete, neste modelo, o0 RNA de toda a massa
Cortical estaria aumentado, mascarando aumentos discretos do mRNA-
TGF-B, glomerular (o qual representa uma proporgao bem menor do
cortex total). Desta forma, com mais RNA total, a razao entre o mMRNA
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Para o TGF-B, e o RNA total poderia estar reduzida no cértex. Outra
Possibilidade é a de que a producdo de TGF-B4 no cortex esteja
realmente reduzida em funcdo da desnutricdo apresentada pelos ratos
no presente estudo. 'Em Suporte a esta hipétese, o estudo de Okuda et
al [1991] demonstrou que a dieta hipoprotéica pode reduzir os niveis
renais de mRNA para TGF-B, em ratos com glomerulonefrite aguda. No
presente estudo, embora os ratos estivessem com dieta normoprotéica,
estes se apresentavam desnutridos, o que pode ser confirmado pela
perda ponderal em relagdo aos controles. Esta desnutricdo ocorreu
provavelmente devido ao catabolismo gerado pelo diabete mélito
descompensado. Tal alteragio metabdlica poderia reduzir a produgdo de
TGF-B; no cdrtex total. Desta forma, no diabete descompensado de
longa duragao, poderia estar havendo uma menor produgéo de TGF-R,

no cdrtex total, enquanto que a produgao glomerular estaria aumentada.

Entre os mecanismos que poderiam estar envolvidos no aumento
de produgdo glomerular de TGF-B; no diabete destacam-se 0s niveis
glomerulares de angiotensina Il e 3 prépria hiperglicemia.

A angiotensina Il é capaz de estimular as células mesangiais de
rato aumentando seus niveis de RNA mensageiro para componentes da
matriz extra-celular - coldgeno tipo I, fibronectina e biglicana - e de suas
respectivas moléculas através do aumento da éxpressao do polipeptidio
do TGF-R,. A angiotensina Il promove também a converséo do TGF-R,
latente em ativo, e 0 uso do anticorpo anti-TGF-B, inibe o efeito da
angiotensina |l na produg¢3o de matriz extra-celular [Kagami et al, 1994].
Esta ativagao parece ser mediada, in vitro, pela plasmina que por sua
vez depende da conversdo do plasminogénio, pelo ativador do
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plasminogénio  [Flaumenhaft et al, 1992]. Anderson et al [1993]
demonstraram que ratos diabéticos apresentam concentragdes intra-
renais elevadas da proteina da renina assim como do RNA mensageiro
Para a renina e do angiotensinogénio, sugerindo a existéncia de ativagcéo
do sistema renina-angiotensina nesses animais. Neste estudo, a
atividade da enzima conversora de angiotensina encontrava-se baixa nos
tibulos proximais mas aumentada nos vasos e glomérulos, mostrando
que ha uma redistribuicio da atividade do sistema renina-angiotensina

no diabete experimental.

Os mecanismos pelos quais a glicose poderia estimular a sintese
do peptidio do TGF-8, nio s3o conhecidos, mas diversas hipéteses tem
sido levantadas, entre elas a dlicosilagdo ndo-enzimatica [Brownlee et
al,1988] a reducao intra-celular do mio-inositol pela ativagdo da via dos
polidis [Ziyadeh et al, 1991] e a ativagéo da proteina quinase C [Ayo et
al,1991].

A glicose conhecidamente forma compostos reversiveis com
proteinas teciduais e plasmaticas, chamados bases de Schiff, Cuja
sintese é diretamente proporcional 3 concentragéo de glicose no plasma,
Estes compostos por sua vez réagem para formar moléculas mais
estaveis, mas ainda reversiveis, chamados produtos de Amadori.
[Brownlee et al, 1984]. Uma parte destes assim chamados produtos de
glicosilagdo precoce sofre por sua Véz uma lenta reorganizagio
molecular, formando produtos de dlicosilagio avangada, os quais ligam-
Se através de pontes cruzadas dissulfeto de forma irreversivel as
proteinas plasmaticas (albumina, hemoglobina, IgG), lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e a proteinas tissulares, e a componentes da
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matriz extra-celular (colageno) [Brownlee et al, 1983;Kent et al, 1985],

acumulando-se proporcionalmente aos niveis de glicose. A glicosilagao
néo-enzimatica pode alterar a conformacio dos receptores para o TGF-
B, ou mesmo das proteinas regulatérias intra-celulares. Isto poderia
afetar a sintese ou a atividade do TGF-B,. Sustentando esta evidéncia,
existe o estudo de de Cohen et al [1994a]. Estes autores demonstraram
que células mesangiais de ratos quando submetidas & incubagdo com
produtos de Amadori, aumentam a sua sintese de colageno e a sua
expressao de RNA para colageno. A administragdo crénica de anticorpo
anti-albumina glicosilada de ratos em ratos diabéticos atenua as
manifestagdes histoldgicas e reduz a albumindria da nefropatia diabética
[Cohen et al, 1994b]. Este aumento de sintese de matriz extra-celular
Poderia estar sendo mediado pelo TGF-R,.

Um segundo mecanismo de agao pelo qual a glicose poderia agir
seria a ativagdo da via dos polidis reduzindo os niveis de mio-inositol
intra-celular. Ratos diabéticos apresentam redugéo do contelido renal de
mio-inositol [Goldfarb et al, 1991]. In vitro, a suplementagdo com mio-
inositol restabelece a proliferacao celular de células mesangiais e reduz
a sua produg&o de matriz extra-celular relacionada a exposi¢io a altas
concentragdes de glicose [Ziyadeh et al, 1991].

A dlicose também pode aumentar a sintese de matriz extra-
Celular através da ativagdo da proteina quinase C. Este mecanismo foi
demonstrado em células mesangiais de ratos [Ayo et al, 1991] e ¢
bloqueado por inibidores da proteina quinase C [Studer et al, 1993]. A
glicose, quando em excesso no meio intra-celular, utiliza como via

alternativa para sua utilizagdo a sintese de sorbitol que por sua vez
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oxida-se em frutose gerando um aumento na relagdo citosélica
NADH/NAD+. Este aumento de NADH facilita a sintese de diacilglicerol
(DAG) que por sua vez ativa a Proteina quinase C. Esta ativagdo esta
associada a um aumento da sintese dos componentes da matriz extra-
celular como fibronectina, laminina e colageno tipo IV [Ayo et al, 1991,
Studer et al, 1993] e de seus respectivos niveis de mRNA [Kreisberg et
al, 1993; Studer et al, 1993], A presenca deste efeito em células
humanas no entanto, ainda n3o foi confirmada.

Embora o mecanismo exato pelo qual a hiperglicemia atue nao
esteja totalmente estabelecido (direto, glicosilagdo ndo enzimatica, via
ativagdo da proteina C quinase ou outro), é sabido que altas
concentragbes de glicose estimulam a produgao de colageno tipo IV,
fibronectina, laminina e outros componentes da matriz extra-celular por
células glomerulares [Haneda et al 1991: Ayo et al 1990], tm um efeito
inibitério na proliferagdo celular [Wolf et al, 1992], e podem induzir
hipertrofia celular in vitro [Ziyadeh et al, 1990]. Altas concentragdes de
glicose exercem efeito estimulatério sobre o MRNA-TGF-B, em células
mesangiais de ratos [Wolf et al,1992] e de tubulo proximal de rato
[Rocco et al, 1992].

A albumindria observada nos animais diabéticos no presente
estudo foi discreta e transitéria nas primeiras semanas. Ela se tornou,
entretanto, mais intensa e persistente a partir da 162 semana, ocorrendo
entdo um aumento progressivo na sua intensidade. Este aumento foi
acompanhado do aparecimento de alteragdes estruturais do glomérulo,
evidenciando, portanto, a presenca da glomerulopatia diabética. Como a

proteindria inicial ndo estava relacionada com as alteragdes na histologia
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renal, esta deve ser mais provavelmente secundaria as alteragées da

hemodinamica renal que podem ser observadas ja nas fases iniciais do
diabete [Viberti et al, 1983; Zatz et al, 1986 ]

A albumindria é uma manifestacdo caracteristica da nefropatia
diabética clinica e experimental e é essencialmente de origem
glomerular. Nas fases iniciais da doenga é de pequena intensidade e
Pode ser uma das consequéncias do aumento da pressao de filtracgo
nos capilares glomerulares [ Viberti et al, 1983; Zatz et al 1986].
Posteriormente, com a evolugéo da doenga, podem ocorrer alteragées
de seletividade glomerular em relacdo a carga elétrica das
Macromoléculas, devido a uma redugdo dos componentes anidnicos das
Paredes dos capilares glomerulares. Vrios trabalhos tém mostrado que
0 contetdo glomerular de heparan-suifato estd reduzido na nefropatia
diabética [ Kanwar et al, 1983; Cohen et al, 1988; Makino et al, 1993].
Esta proteoglicana ¢ fortemente aniénica e esta presente na membrana
basal dos capilares glomerulares nas laminas raras interna e externa
[Caufield & Farquhar, 1976], sendo portanto, um determinante
importante da permeabilidade glomerular, restringindo  assim a
Passagem de moléculas anidnicas pelo filtro glomerular [Kanwar et al,
1983]. Gambaro et al [1992 ] observaram uma redugdo da excregao
urinaria de albumina em ratos com DM apés o tratamento com
proteoglicanas ( heparinas de baixo Peso molecular e dermatan sulfato )
por um periodo prolongado ( 8 meses ). Esta redugso estava relacionada
com o aumento do conteldo da heparan-sulfato nas paredes dos
capilares glomerulares e consequentemente com a restauragdo da
densidade de carga dos mesmos. Nas fases mais avangadas da
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glomerulopatia ocorre também perda da seletividade do filtro glomerular
em relagdo ao tamanho das macromoléculas devido ao aparecimento de
populagbées de poros de maior didmetro nas paredes capilares
glomerulares [Kaysen et al, 19886]. |

Embora os achados morfolégicos e laboratoriais encontrados no
rm de ratos com diabete induzido experimentaimente sejam muito
semelhantes com os observados em humanos, algumas diferencas
histolégicas a nivel renal ocorrem A mais significativa é que o padrido
da glomerulosclerose é invariavelmente difuso no rato, raramente sendo
encontrados nddulos como nas lesGes de Kimmelstiel-WiIson, e s3o
minimas as oclusdes glomerulares, ao contrario da nefropatia diabética
em humanos [Kempe et al, 1993]. O presente modelo experimental,
utilizando a estreptozotocina, é, entretanto, amplamente aceito na
literatura mundial para o estudo da nefropatia diabética, especialmente
nas fases que precedem a insuficiéncia renal crénica [Kempe et al,
1993].

A possibilidade de que a nefrotoxicidade da estreptozotocina
tenha interferido nos resultados encontrados neste trabalho é remota. A
lesdo caracteristica causada pela estreptozotocina é precoce, e esti
associada com lesdo primariamente a nivel tubular, geralmente
Poupando o glomérulo. No presente estudo, as alteragdes histolégicas
renais observadas ocorreram em uma fase tardia do diabete, sendo
tipicas da glomerulosclerose diabética e podem ser atribuiveis  as
alteragcdes metabdlicas [Kempe et al 1993; Churchil et al 1993]. A
nefrotoxicidade da estreptozotocina também é menos significativa do que
a da aloxana, motivo pelo qual este modelo t&m sido preferido para o
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estudo da nefropatia diabética [Kempe et al, 1993]. Além disso, a

presenca do polipeptidio TGF-R, no glomérulo também ja foi encontrada
em pacientes com diabete mélito. Estes dados, tomados em conjunto,
tornam pouco provavel que a deposigao do polipeptidio do TGF-B,4, no
presente estudo, seja secundaria a um efeito nefrotéxico da

estreptozotocina.

Foram obtidas evidéncias que mostram que o TGF-R, pode ter

Uma participag@o na patogénese da glomerulosclerose diabética:

1. Existe aumento do contetido glomerular do polipeptidio do
TGF-R1 em ratos com glomerulosclerose diabética.

2. O aumento do contelido de TGF-B; no glomérulo torna-se
mais intenso com a evolugdo da glomerulosclerose,
correlaciona-se com a albuminiria e ests associado
temporalmente com o aumento do contetdo glomerular de
colageno total e tipo |.

3.A reagdo imunohistoquimica para TGF-R, ocorre predo-
minantemente no mesédngio e nas paredes dos capilares
glomerulares e com menor intensidade a nivel tubular.

4. O aumento do conteldo de TGF-R; deve ser, pelo menos em
parte, secundario a um aumento da produgao glomerular de
TGF-B4, ja que um aumento dos niveis de MRNA-TGF-B,
precedeu a ocorréncia de imunorreatividade para este peptidio
nas células glomerulares.
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