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Resumo 

O Tranforming Growth Factor-d (TGF-^) é uma citocina cuja 

principal ação é a de estimular a síntese de matriz extra-celular por 

diversos tipos celulares. A nefropatia diabética caracteriza-se pelo 

acúmulo de matriz extra-celular no glomérulo, especialmente ao nível da 

região mesangial. Estudos recentes têm demonstrado que o TGF-fy é 

produzido no glomérulo de modelos experimentais de ratos com diabete 

mélito de início recente, mas o seu papel na patogênese e na evolução 

da glomerulosclerose diabética não está totalmente estabelecido. O 

objetivo do presente trabalho foi o de investigar a produção e a 

distribuição do polipeptídio do TGF-fc-, no rim de ratos durante a 

evolução da nefropatia diabética experimental e as possíveis correlações 

entre a produção deste polipeptídio e a glomerulosclerose diabética. 

Foi avaliada a distribuição intra-renal do polipeptídio do TGF-^ 

através de imunohistoquímica e a sua produção renal através dos níveis 

de mRNA-TGF-li-, no córtex e no glomérulo de ratos Wistar com diabete 

mélito induzido pela estreptozotocina antes e após o início da nefropatia 

diabética. Estudou-se ainda, seriadamente, a excreção urinária de 

albumina, a taxa de filtração glomerular, a medida do volume glomerular, 

lrnunohistoquímica para colágeno tipo I e a histologia renal com 

coloração para colágeno total. 

Os resultados mostraram a presença de marcada reação 

'rnunohistoquímica para TGF-G^, sendo que esta foi progressivamente 

^ais intensa nos glomérulos de ratos com 24 e 40 semanas de diabetes 
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a qual se correlacionou com a albuminúria (r=0.905, p<0.01). e 

associou-se temporalmente à presença de colágeno total e tipo I nos 

glomérulos. O conteúdo glomerular de mRNA-TGF-^ foi maior em ratos 

diabéticos 20 semanas após o início da hiperglicemia, enquanto que o 

'TiRNA-TGF-(i1 no córtex foi 30% menor nestes ratos, quando 

comparado a seus respectivos controles de 1 semana (p<0.01), 8 e 40 

semanas (p<0.05). Estes dados sugerem que o polipeptídio TGF-R., 

Possa ter um papel importante na patogênese da glomerulosclerose 

diabética. 



TGF-U-, (Transforming Growth Factor-íli) 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-li1 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-ft., peptide in the kidney of rats during the evolution of experimental 

diabetic nephropathy and to evaluate the possible relationship of TGF-&, 

peptide and diabetic glomerulosclerosis. 

We evaluated the intrarenal distribution of TGF-fy polypeptide 

and the mRNA-TGF-Rilevels 'n 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 I collagen were also 

studied. The results showed progressively higher glomerular 

immunohistochemical reaction for TGF-G.-, 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 I collagen. Glomerular content of 
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TGF-fc-, mRNA was increased in diabetic rats 20 weeks after injection, 

while cortical TGF-I^ mRNA levei was about 30% lower in diabetic rats 

when compared with time-paired controis at 1 week (p<0.01)I 8 and 40 

weeks (p<0.05). These data suggest that TGF-&, is an important 

mediator of diabetic glomerulosclerosis. 



$ 



A importância do estudo da nefropatia diabética está relacionada 

ao fato de a mesma ser a patologia renal mais prevalente encontrada nos 

grandes centros de hemodiálise dos E.U.A e da Europa, sendo 

responsável por cerca de 33% de todas as novas entradas em programa 

de hemodiálise entre 1986 e 1989 [ USRDS, 1991 ] e a maior causa 

isolada de insuficiência renal crônica nestes locais, estando presente em 

aproximadamente 35% dos pacientes diabéticos insulino-dependentes 

(DMtD) [Andersen et al, 1983] e entre 15 e 60% dos pacientes com 

diabete mélito nâo-insulinodependente (DMNID) [Fabre et al, 1982; 

«Nelson et al 1989]. Seu mecanismo patogenético entretanto ainda está 

indefinido, especialmente aquele que regula o acúmulo de matriz extra- 

celular, que é a característica da glomerulosclerose diabética. Com o 

surgimento da biologia molecular, o papel de diversos peptídios de 

sinalização celular, conhecidos como citocinas, têm sido 

crescentemente investigado em diversas patologias renais. A motivação 

para este estudo surgiu do fato de que, entre estes peptídios, o 

Transforming Growth Factor-fl (TGF-B) apresenta múltiplas funções, 

particularmente a de estimular a produção de matriz extra-celular, e seu 

Papel ainda não é conhecido na nefropatia diabética. Assim, a 

abordagem das características estruturais e funcionais do rim antes e 

após o surgimento da nefropatia diabética, bem como das vias 

patogenéticas que poderiam induzir o aparecimento da 

glomerulosclerose diabética e possível participação do TGF-R, são 
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essenciais para uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos 

na patogênese desta nefropatia. 

Características da nefropatia diabética 

A alteração estrutural mais precocemente observada no rim de 

pacientes com diabete mélito (DM) é o aumento da massa renal que se 

surge às custas de hipertrofia glomerular e tubular, persistindo durante a 

evolução da nefropatia diabética, mesmo após o surgimento da 

insuficiência renal. Em ratos com DM induzido pela estreptozotocina, 

diversas evidências da presença de hipertrofia são encontradas desde o 

jinício da hiperglicemia. O rim apresenta um aumento da relação 

RNA/DNA [Seyer-Hansen et al, 1976] e da síntese protéica ribossomal 

renal [Peterson et al, 1971] nas primeiras 24h da hiperglicemia; o peso 

fenal aumenta 15% em relação ao seu basal em 3 dias, e se estabiliza 

entre 70 e 90% acima do basal após 6 semanas [Seyer-Hansen et al, 

1976] e o volume glomerular apresenta um crescimento progressivo nas 

primeiras 6 semanas após o início do diabete, estabilizando-se em tomo 

ide 40% acima do basal [Seyer-Hansen et al,1980]. 

Na medida em que a doença avança, 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 

[0sterby et al, 1975] e, no diabete experimental, após 6 semanas da 

indução da hiperglicemia [0sterby et al, 1980]. Este espessamento 

ocorre principalmente às custas de um aumento da produção de 

colágeno tipo IV que se distribui por toda a espessura da membrana 

[Haneda et al 1991]. Concomitantemente a isto existe uma redução do 
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j conteúdo da proteoglicana aniônica, heparan-sulfato, a qual normalmente 

confere eletronegatividade à membrana basal [Makino et al, 1993], A 

Perda desta eletronegatividade está associada ao surgimento da 

albuminúria no diabete [Viberti et al, 1983]. 

A alteração mais marcante da nefropatia diabética é a presença 

de um acúmulo progressivo de matriz extra-celular (MEC) ao nível da 

fegião mesangial [0sterby et al, 1980], Esta deposição de matriz extra- 

: celular apresenta correlação inversa com a taxa de filtração glomerular 

em pacientes com nefropatia diabética [Mauer et al, 1984] e é 

responsável pela redução gradual da superfície capilar de filtração, e 

conseqüentemente pela perda progressiva de néfrons. O resultado é 

juma lenta e progressiva queda da taxa da filtração glomerular que 

i culmina em insuficiência renal crônica [Hostetter et al, 1991]. 

A composição da matriz extra-celular encontrada no mesângio 

durante a glomerulosclerose diabética apresenta diferenças quantitativas 

e qualitativas nos seus componentes em relação à encontrada no 

íglomérulo normal. Estudos de imunohistoquímica em biópsias renais de 

i pacientes com nefropatia diabética mostram que as lesões difusas 

apresentam aumento de colágeno tipos IV, e V, de laminina, de 

fibronectina e uma redução significativa do heparan-sulfato. Nas lesões 

nodulares, o colágeno tipo IV está reduzido, mas as quantidades de 

colágeno tipo VI, V e III, e de fibronectina estão aumentadas [Nerlich et 

al 1991; Nerlich et al 1994; Bruneval et al, 1985]. A presença de 

colágeno do tipo I nas lesões nodulares da glomerulosclerose em 

humanos foi observada em apenas um estudo e ainda necessita ser 

confirmada [Glick et al, 1992]. A presença de colágenos do tipo VI e III 



15 

nas lesões nodulares, por serem colágenos intersticiais, provavelmente 

são responsáveis pela irreversibilidade deste tipo de lesão [Nerlich et al, 

1994], A presença de insulina parece ser importante para a presença de 

colágeno tipo III, 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 

insulínico. mas existe maior presença de colágeno tipo III no glomérulo 

quando os ratos diabéticos e controles são tratados com insulina 

| [Abrass et al, 1988], 

Entre as alterações funcionais renais observadas no rim diabético 

' destacam-se a hiperfiltração glomerular e a albuminúria. A hiperfiltração 

glomerular é um achado precoce no DMID e tende a persistir durante 

muitos anos. Este aumento varia entre 27% [Christiansen et al, 1981] e 

40% em relação ao basal [Mogensen et al, 1971], especialmente em 

i pacientes jovens com DMID de início recente, sendo menos marcado no 

diabete mélito não-insulino dependente [Myers e cols, 1991]. A 

i normalização do controle glicêmico pode reduzir a taxa de filtração 

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, não é observado quando já existe 

nefropatia diabética instalada [ Feldt-Rasmussen et al, 1986]. 

O aumento da taxa de filtraçâo glomerular no diabete experimental 

decorre da maior redução do tônus da arteríola aferente em relação ao 

da arteríola eferente, com conseqüente aumento do fluxo plasmático 

renal e da pressão hidráulica transcapilar, resultando em um aumento da 
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taxa de filtração glomerular [Hostetter et al, 1981; Zatz et al, 1985], 

Diversas anormalidades podem aumentar a pressão hidráulica 

transglomerular no rim diabético [Hostetter et al, 1981; Zatz et al, 1985]; 

a hiperglicemia aguda per se [Wiseman et al, 1985], a deficiência de 

insulina [Bank et al, 1987], o aumento da concentração intra-celular de 

sorbitol associado à redução do mio-inositol [ Goldfarb et al, 1986 ], o 

aumento da concentração glomerular de prostaglandinas vasodilatadoras 

i como a PGE2 [Schambelam et al, 1985; Barnett et al, 1987], o aumento 

da concentração plasmática do peptídio atrial natriurético [Ortola et al, 

1987], e a deposição glomerular de produtos de glicosilação não- 

enzimática [Sabbatini et al, 1992]. Nenhum destes fatores entretanto foi 

demonstrado até o momento, de forma inequívoca, ser suficiente 

isoladamente para o desenvolvimento da hiperfiltração no diabete mélito, 

e uma etiologia multifatorial é portanto a mais provável. 

A proteinúria persistente acima de 500 mg/24h é característica 

do início da fase clínica da nefropatia diabética. Ela é precedida por uma 

elevação sub-clínica da excreção urinária de albumina, denominada 

microalbuminúria, convencionalmente definida como a carga excretada 

de albumina entre 30 a 300 mg/24h [Viberti et al, 1982] sendo predicth/a 

para o surgimento de nefropatia clínica 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 proteinúria detectável, 

excretam quantidades maiores do que o normal de albumina urinária. 
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Patogênese da glomerulosclerose diabética 

Fatores hemodinâmicos-renais 

Diversas evidências indicam que o aumento da pressão capilar 

glomerular seja um dos principais fatores na patogênese da 

glomerulosclerose diabética: 1) a progressão da expansão mesangial 

no rim remanescente de ratos diabéticos uni-nefrectomizados é mais 

rápida em comparação aos rins de ratos diabéticos nâo-nefreotomizados 

[Steffes et al, 1978]; 2) rins clipados de ratos diabéticos apresentam 

lesões de glomerulosclerose diabética menos intensas do que os 

respectivos rins oontralaterais nâo-clipados [Mauer et al, 1978]; 3) 

ratos com DM induzido por estreptozotocina submetidos á dieta 

hiperprotéica apresentam glomerulosclerose mais precocemente quando 

há aumento da pressão intra-glomerular induzida por dieta hiperprotéica, 

independentemente do controle metabólico [Zatz et al, 1985]; 4) a 

redução da pressão capilar glomerular a níveis normais com o inibidor 

da enzima conversora da angiotensina, enalapril, confere proteção para o 

surgimento da glomerulosclerose em ratos diabéticos [ Zatz et al, 1986 ] 

No entanto, quando ratos nâo-diabéticos são submetidos à ablaçâo renal 

não se observa a mesma correlação entre a pressão capilar glomerular 

e lesão glomerular em um mesmo glomérulo [Yoshida et al, 1980], Desta 

forma, a hipertensão capilar glomerular parece ser um fator importante, 

porém a presença da hiperglicemia é essencial para o surgimento da 

glomerulosclerose diabética. 
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Fatores metabólicos: 

Tanto o efeito direto da glicose como o da glicosilação não- 

enzimática podem estar implicados na patogênese da glomerulosclerose 

diabética. A evidência que sustenta a participação 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 concentração de glicose, aumentam a sua síntese de 

componentes da matriz extra-celular como de colágeno 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 colágeno do tipo VI 

[Pugliese et al, 1994]. Este efeito independe da osmolaridade do meio 

de cultura, pois as células mesangiais não aumentam a secreção 

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 síntese de matriz extra-celular não 

são totalmente conhecidos, porém têm sido propostos: 1) a formação 

de produtos de glicosilação não-enzimática [Cohen et al, 1994a; Cohen et 

al, 1994b]; 2) alterações bioquímicas relacionadas com a utilização da 

glicose pela via dos polióis, como o aumento da relação NADH/NAD+ 

( em função da oxidação do sorbitol em frutose ) que por sua vez ativa a 

proteína quinase C, [Craven et al, 1989, Pugliese et al, 1994], e da 

redução intra-celular do mio-inositol [Pugliese et al, 1994] e 3) um 

possível aumento da concentração intra-celular de radicais livres, 

causando estresse oxidativo [Ceriello et al, 1992]. 
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Fatores genéticos 

As evidências de que fatores genéticos também podem estar 

envolvidos na patogênese da nefropatia diabética derivam basicamente 

de estudos epidemiológicos: 1) existe maior prevalência de hipertensão 

arterial entre parentes de pacientes com DMID, portadores de 

microalbuminúria ou nefropatia diabética [Viberti et al, 1987; Krolewski et 

al, 1988] e de doença cardiovascular [Earle et al, 1992]; 2) o contra- 

transporte sódio-lítio, aceito como um marcador genético confiável para 

hipertensão essencial [Canessa et al, 1980; Hasstedt et al, 1988], 

correlacionou-se diretamente com os níveis de albuminúria de pacientes 

com DMID [Lopes de Faria et al, 1992]. Estes dados são sugestivos de 

que a predisposição familiar para hipertensão arterial e para doença 

cardiovascular pode aumentar o risco para o surgimento nefropatia 

diabética em alguns pacientes, mas a base genética para este risco 

ainda não está definida. 

Participação das citocinas na nefropatia diabética 

As citocinas são peptídios sintetizados por células para 

transmissão de sinais intracelulares (atividade autócrina) e intercelulares 

(atividade parácrina). Sua ação pode abranger a regulagem do 

remodelamento tecidual, tanto o planejado ( como na embriogênese e no 

desenvolvimento) como o não planejado ( inflamação, proliferação 

celular, reparação tecidual e a carcinogênese ) como também o 

" turnover " da matriz extra-celular, atuando sobre a síntese e a 

degradação dos seus sub-componentes, Estas ações podem ser 
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estimulatórías ou inibitórias, dependendo da influência de outras 

citocinas e do estado fisiológico da célula alvo e da matriz extra-celular 

[Border & Noble 1993], 

Tanto células mesangiais como epiteliais renais respondem às 

citocinas de 3 formas: com hipertrofia, com proliferação celular ou com 

produção de matriz extra-celular. O papel de algumas citocinas é 

conhecido em diversas patologias inflamatórias renais, mas muito pouco 

está definido com relação ao seu papel na patogênese da nefropatia 

diabética. 

A IGF-I (insulin growth factor-1) é um peptidio de 70 

aminoácidos, cuja expressão é induzida pelo hormônio do crescimento, 

entre outros mecanismos, tendo receptores homólogos aos da insulina 

(Daniel et al 1992], os quais já foram identificados em células 

mesangiais em cultura [Aron e cols 1989] e em glomérulos intactos 

[Conti e cols 1989], A produção local de IGF-I no rim parece ser mais 

importante do que a sistêmica no controle do crescimento renal, 

especialmente na hipertrofia induzida pelo hormônio do crescimento. 

Considerando que os níveis de hormônio do crescimento estão elevados 

no diabete mal controlado, é possível que a hipertrofia renal do diabete, 

pelo menos em parte, possa estar sendo mediada pela IGF-I [Schwieger 

& Fine 1990], A evidência disto parte da observação de que, em um 

estudo, ratos diabéticos apresentaram um aumento significativo do 

conteúdo renal de IGF-I 24h após o surgimento da hiperglicemia 

[Flyvbjerg et al 1990], Entretanto, Nakamura e cols 1993 não 

evidenciaram aumento do mRNA-IGF-l no glomérulo destes ratos, 

indicando que o aumento de produção local de IGF-I não ocorre a nível 
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de transcrição de RNA. Isto não afasta a possibilidade de haver um 

possível mecanismo translacional [Flyvbjerg et al 1990], ou a IGF-I 

poderia também ter sua presença mediada por infiltração renal de 

macrófagos, já que foi demonstrado que a modulação da expressão do 

gene da IGF-I em fagócitos mononucleares é importante tanto para 

reparação tecidual como para a patogênese da fibrose [Nagaoka et 

31,1990]. 

O PDGF (platelet deríved growh factor) é um peptídio que foi 

inicialmente observado em plaquetas, mas também é produzido por 

diversos tipos celulares em cultura e apresenta uma ação mitogênica 

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 específicos do PDGF são 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 

macrófagos infiltrantes e por plaquetas ativadas. Tais observações 

motivaram estudos que têm sugerido uma possível participação do 

PDGF em glomerulonefrites com proliferação mesangial [ Fellstrom et al 

1989]. 

No diabete experimental, recentemente detectou-se aumentos 

significativos da produção do mRNA-PDGF glomerular em ratos, 

indicando haver um aumento da produção 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 degranulaçâo de plaquetas, ou a infiltração 

de macrófagos ou mesmo as células glomerulares poderiam aumentar o 

conteúdo renal de PDGF no diabetes. Mais estudos, contudo, ainda são 

necessários para avaliar o possível efeito deste aumento de PDGF na 

patogênese da nefropatia diabética. 

O TNF-a {Tumor Necrosis Factor-a) é uma citocina produzida 

especialmente por macrófagos e células mesangiais em resposta a 

diversos estímulos agressores, com um importante papel regulatório na 

resposta inflamatória. O TNF-a tem um efeito estimulatório indireto na 

proliferação das células musculares lisas vasculares via liberação 

plaquetária e endotelial de PDGF [Brownlee et al, 1988], A sua secreção 

produz alterações endoteliais que levam a um aumento da 

permeabilidade vascular [Brownlee et al, 1988]. 

Existe um aumento significativo dos níveis de RNA-TNF-a no 

glomérulo de ratos diabéticos [Nakamura et al, 1993]. Também, já foi 

demonstrado que produtos de glicosilação não-enzimática podem ligar- 

se a receptores de TNF-a em macrófagos e assim estimular a sua 

produção [Brownlee et al, 1988 ]. Tais evidências sugerem uma possível 

participação do TNF-a na nefropatia diabética. Embora não esteja 

estabelecida uma relação de causa-efeito, estes dados apontam para 

uma possível atuação conjunta do TNF-a e outras citocinas na 

patogênese 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 são dotadas de receptores 

específicos. Esta citocina tem efeito proliferativo sobre células 
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endoteliais, mesangiais, musculares-lisas e fibroblastos, podendo 

também aumentar a síntese de colágeno tipo IV. 

O papel potencial da IL-1 na nefropatia diabética ainda não está 

estabelecido [ Brownlee et al, 1988], contudo, produtos da glicosilação 

avançada também podem ligar-se a receptores em macrófagos 

estimulando sua síntese em conjunto com o TNF-a [Brownlee et al, 

1988], 

Os dados relativos ao FGF {Fibrobíast growth factor) são 

discrepantes no diabetes, Um autor demonstrou não haver aumento 

significativo do mRNA-FGF no córtex renal de ratos com diabete mélito 

[Karpen e cols 1992], enquanto que o grupo de Nakamura e cols 1993 

observou um aumento dos níveis de RNA-FGF no glomérulo. 

Possivelmente estas diferenças sejam atribuídas à diferença do material 

estudado (córtex/glomérulo) e não afastam uma participação deste 

peptídio na indução da fibrose no rim diabético. 

Participação do TGF-íi na nefropatia diabética 

Entre as citocinas acima referidas, o TGF-fc [Transforming 

Growth Factor-íl) possivelmente seja o que tenha maior importância na 

patogênese da nefropatia diabética. O TGF-fc é uma citocina 

multifuncional que foi inicialmente isolada a partir de plaquetas humanas 

[Assoian et al, 1983], e posteriormente foi constatada estar presente em 

diversos tipos celulares. O TGF-R é encontradao sob três isoformas 

molecuIares.TGF-li-j, ÍÍ2, £3, que dividem uma ação biológica 

semelhante. O mais estudado entre estes é o TGF-&,, o qual é 

sintetizado a partir de um peptídio precursor de 391 aminoácidos que é 
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posteriormente clivado por proteases, dando origem a um complexo 

conhecido como TGF-S latente. Este complexo é formado por um 

dímero composto por 2 monômeros de 12,5 kD interligados por pontes 

dissulfeto (TGF-S ativo) que se apresenta ligado a outro dímero de 75 

kD, conhecido como peptldio associado à latência. originário dos 

fragmentos restantes da clivagem do seu precursor o qual confere 

inatividade à molécula do TGF-S!. À exceção das plaquetas, onde o 

TGF-6 é liberado na sua forma ativa, o TGF-S, é usualmente secretado 

sob a forma latente, depositando-se na superfície das células ou na 

matriz extra-celular, sendo ativado vivo por mecanismos ainda não 

conhecidos. Outra proteína conhecida como proteína de ligação do 

TGF-S também pode ligar-se ao Peptldio Associado à Latência, 

formando o grande complexo latente. A função desta proteína ainda não 

é totalmente conhecida [Border & Noble, 1994]. 

Três tipos de receptores específicos para o TGF-S, são 

atualmente conhecidos. Os receptores tipo I e II [Ebner et aí, 1993] são 

serina-treonina quinases que se localizam na membrana celular e 

mediam respectivamente a síntese de matriz extra-celular e a 

proliferação celular. O receptor tipo III [Lopez-Castillas et al,1994] é uma 

proteoglicana conhecida como betaglicana que fica aderida à membrana 

celular mas não tem efeito sinalizador intra-celular conhecido, sendo 

responsável por fixar o TGF-S à membrana celular de forma a 

apresentá-lo às demais estruturas. 

Diversos níveis de regulação são possíveis no sistema TGF-li. 

Os níveis de mRNA-TGF-B podem ser afetados tanto por um aumento 

da sua taxa de transcrição gênica como por uma redução da taxa de 
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degradação do transcrito. O peptídio TGF-(l por sua vez é regulado 

tanto pelo grau de ativação do complexo latente, como pela taxa de 

ligação do TGF-Í2» a diversas proteínas de ligação, tanto intra como extra- 

celulares, afetando assim a biodisponibilidade da molécula ativa. 

Algumas citocinas podem aumentar a expressão do TGF-(i in vitro, 

como o EGF em células NRK e o ácido retinóico em queratinócitos e 

em células NRK (TGF-Í^) [Danielpour et al, 1990]. O TGF-& também 

parece ter sua secreção potentemente estimulada pelo PDGF em 

fibroblastos durante a cicatrização da pele [Pierce et al 1989], O 

mecanismo de regulação do sistema TGF-&,, no entanto, ainda não está 

definido, mas recentemente foi demonstrado a presença de sítios 

específicos no gene promotor do TGF-íl^ denominados sítios AP-1, que 

ligam-se ao complexo protéico Jun/Fos, que é um produto da expressão 

de proto-oncogenes, os quais estão implicados no controle da 

transcrição gênica [Sharma & Ziyadeh, 1993]. 

A presença do TGF-íli já foi demonstrada em diversos tecidos 

em animais adultos. Thompson et al [1989] observaram presença de 

marcada reação imunohistoquímica no córtex adrenal, na medula óssea, 

em miócitos cardíacos, condrócitos, em células ovarianas e em túbulo 

distai renal de camundongo, utilizando anticorpo poüclonal anti-TGF-íii. 

MacKay et al (1990) verificaram, em glomérulo de ratos normais, a 

presença de grande quantidade de mRNA-TGF-^ bem como da 

atividade para TGF-&1. As quantidades de mRNA-TGF-li-i e de mRNA- 

TGF-&2 nos glomérulos foram várias vezes maior do que as observadas 

no rim total e no cortex. Os mesmos autores detectaram também, a 

presença 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 distribuição do IGE-li^ ao nível do rim, foi 

estudada através de imunofluorescência indireta por Yoshioka et al 

[1994] em porções histologicamente normais de biópsias renais obtidas 

de pacientes com trauma, litíase ou tumor renal. Os resultados 

mostraram marcada presença de IGE-íi-i ativo nas arteríolas 

glomerulares com mínima reação no mesângio. O TGF-&, latente 

apresentou reação na membrana basal glomerular e na cápsula de 

Bowman, sendo também, menos acentuada no mesângio. 

O TGF-R-i exerce papel fundamental no controle da resposta 

infiamatória, da cicatrização, e da remodelação tecidual. Em termos 

gerais, ele coordena a seqüência de eventos da resposta infiamatória 

que inclui a ação quimiotática sobre neutrófilos, monócitos, células T e 

fibroblastos, bem como a indução da secreção de outras citocinas como 

o FGF, TNF-ot, IL-1, PDGF e inclusive do próprio TGF-(i. Ele também 

exerce efeito na formação do tecido de granulação bem como na 

proliferação celular durante a reparação tecidual [ Border & Noble, 1994]. 

De todos os efeitos do TGF-(J o mais peculiar é a sua capacidade 

de promover acúmulo de matriz extra-celular. Isto ocorre devido a 

indução de um aumento da produção de vários componentes da matriz 

extra-celular, associado a uma redução da sua degradação através de 

um efeito simultâneo, seja reduzindo a produção de proteases, seja 

aumentando a síntese de seus inibidores. Além disso o TGF-U também 

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

matriz, promovendo maior adesão celular à matriz extra-celular. 

O TGF-G-i estimula a síntese de vários componentes da matriz 

extra-celular nas células renais residentes. Em células mesangiais de 

ratos o TGF-&! aumenta a síntese de colágeno tipo IV, I, fibronectina e 

proteoglicanas [ MacKay et al, 1989; Creely et al, 1992; Border et al, 

1990], Células epiteliais também demonstram aumento de fibronectina, 

colágeno tipo IV e proteoglicanas em resposta ao TGF-H. Em 

fibroblastos derivados do interstício renal, em cultura, a resposta ao 

TGF-(VI, por sua vez, é aumentar a produção de colágeno tipo I, III e V. 

Tais dados fornecem evidências indiretas que o TGF-R possa participar 

in vivo na geração e manutenção da membrana basal glomerular, da 

matriz mesangial ou na formação de glomerulosclerose. 

O TGF-fc tem sido implicado na patogênese da fibrose que ocorre 

em diversos modelos experimentais e em doenças humanas. Em 

modelos experimentais o TGF-^ já foi demonstrado participar: 1) ao 

nível de fígado, na esquistossomose e na fibrose induzida pelo tetra- 

cloreto de carbono [Czaja et al, 1989]; 2) ao nível de pulmão, na fibrose 

induzida pela Bleomicina [Khalil et al,1993]; 3) na pele, durante a 

cicatrização normal [Sporn & Roberts, 1993]; 4) em artérias, durante a 

re-estenose vascular [Wolf et al 1994]; 5) no sistema nervoso central, 

durante a cicatrização após lesão, e 6) ao nível do rim, na reação 

inflamatória 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 doença humana, o TGF-I2> tem sido implicado na patogênese 

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

e na doença veno-oclusiva [ Anscher et al, 1993 ]; a nível de pulmão, na 

fibrose pulmonar idiopática [ Anscher et al, 1993]; ao nível da pele, na 

formação de quelóides [ Peltonen et al, 1991] e na esclerose sistêmica 

[Kulozik et al, 19903:e ao nível do rim, na glomerulonefrite [Yoshioka et al 

1993], na rejeição de enxerto renal alogênico [Shihab et al 1993], e na 

nefropatia por HIV [Border et al, 1993b]. 

Três linhas de evidências apontam para uma relação de causa- 

efeito entre a produção elevada de TGF-&J e o acúmulo de matriz extra- 

celular nos modelos experimentais descritos. Em primeiro lugar, os 

eventos in vivo que regulam o acúmulo de matriz extra-celular (aumento 

da produção de matriz extra-celular, inibição da atividade da protease e 

aumento da expressão de integrinas) tem sido reproduzido in vitro pela 

incubação de células glomerulares normais com TGF-^ [ Okuda et al, 

1990; Tomooka et al, 1992; Kagami et al, 1993]. Em segundo lugar a 

injeção de anti-TGF-li-, em ratos nefríticos demonstrou ser capaz de 

bloquear o acúmulo de matriz extra-celular [ Border et al, 1990] e, por 

fim, a transfecção do gene do TGF-fc-, em rim de ratos normais acarreta 

um aumento da produção de TGF-^, bem como um rápido 

desenvolvimento de glomerulosclerose [ Isaka et al, 1993], 

Considerando os dados acima referidos, o surgimento das 

alterações estruturais e funcionais renais no DM parece ser 

conseqüência da participação de diversos fatores tanto hemodinâmicos 

como metabólicos, decorrentes do surgimento da hiperglicemia 

sustentada. O papel do TGF-&I, como elo de ligação entre a agressão 
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inicial e sustentada causada pela hiperglicemia e o surgimento da 

glomerulosclerose, é uma possibilidade que ainda necessita ser testada. 

Um aumento do conteúdo de mRNA ao nível de glomérulo em ratos com 

diabete experimental não-tratados com insulina foi recentemente 

documentado no início da hiperglicemia [Yamamoto et al, 1993], mas o 

papel do TGF-R1 durante o surgimento da glomerulosclerose diabética 

permanece desconhecido. É possível então, que o TGF-fti atue 

estimulando a produção de matriz extra-celular mesangial, uma vez que 

sua ação resulta em alterações morfológicas semelhantes às 

encontradas na nefropatia diabética. 



O presente trabalho tem por objetivos: 

1. Avaliar a produção de TGF-^, quantificando o conteúdo de 

mRNA para esta citocina nos glomérulos e córtex renal de ratos 

diabéticos durante o surgimento da glomerulosclerose. 

2. Avaliar, utilizando a imunohistoquímica, a distribuição renal e o 

conteúdo de TGF-R^ e colágeno tipo I, neste modelo experimental. 

3. Analisar possíveis correlações entre a presença do polipeptídio 

TGF -&I e a glomerulosclerose diabética. 
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Animais 

Foram estudados ratas Wistar, femeas, com peso entre 160 e 

190g tornadas diabéticas através de injeção endovenosa pela veia 

caudal de estreptozotocina (STZ) (60mg/kg), diluída em tampão citrato 

de sódio (0,01 M, pH 4,5). Os animais foram mantidos em dieta irrestrita 

e normoprotéica (18% de proteínas), tratados com insulina NPH (1.0 

Ul/d), com injeções diárias, para manter os níveis de glicose plasmática 

entre (300-500 mg/dl). O controle metabólico foi aferido através de fitas 

reagentes ( glicose-oxidase ) específicas para glicose (Haemoglukotest, 

Boehringer). Ratas controles, de peso semelhante, não-diabéticas foram 

injetadas com a solução de citrato de sódio. Foi considerado como início 

do diabete a data da injeção de STZ. 

Desenho experimental 

Os animais foram sacrificados em diferentes períodos para: 1) 

quantificação do mRNA específico para TGF-&, em córtex renal em 

ratos diabéticos e controles com 1, 8 e 40 semanas de diabete; 2. 

Análise imunohistoquímica renal para TGF-&, e colágeno tipo I em ratos 

diabéticos e controles com 1, 8, 16, 24 e 40 semanas e 3. Quantificação 

do mRNA/TGF-&1 em glomérulo isolado em ratos diabéticos e controles 

com 20 semanas. O modelo experimental utilizado foi avaliado por 

testes de função renal (taxa de filtração glomerular, excreção urinária de 

albumina, excreções fracionada de sódio e potássio, depuração osmolar 
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e transporte de água livre no dueto coletor ) e histomorfometria 

(Histologia renal com coloração HE (hematoxilia/eosina), Tricrômio de 

Masson para avaliação de colágeno total, e medida do volume glomerular 

). Os parâmetros adotados para a validação do modelo foram; 1)0 

surgimento de hiperfiltração glomerular (definida como um aumento 

superior a 2 desvios-padrão da média do grupo controle; 2) a presença 

de carga excretada de albumina sustentadamente superior a 2 desvios- 

padrão dos controles da mesma faixa de idade; 3) a presença de 

crescimento glomerular determinado através de histomorfometria; 4) 

demonstração histológica da presença de glomeruloesclerose. 

Modelo Experimental 

Estudo da Função Renal 

Taxa de filtração glomerular (TFG): 

A taxa de filtração 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 

depuração de inulina previamente validado [Fuher et al, 1955]. Os 

animais são anestesiados com Nembutal 40 mg/kg, ip. Após entubação 

traqueal, a artéria e veia femural são canuladas para coleta de 

sangue e administração de líquidos e ambos os ureteres canulados 

para coleta de urina. Os animais receberam uma dose inicial 

("Priming") de 12 mg/100g de inulina diluída em PBS ( Solução de 

NaCI 0,15M tamponada com P040,01M, pH 7.2), e em seguida uma 

dose de manutenção de 0,5mg/min/100g através de uma bomba de 

infusão. Após um período de estabilização de 60 minutos, coletou-se 



34 

urina durante 2 períodos de 30 minutos, e plasma ao término do período. 

Ao final, os animais foram sacrificados por perfusão. A dosagem de 

inulina foi feita por colorimetria através de reação com a Antrona. A 

curva padrão 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 após 1, 

4, 8,12,16, 20, 24, 32, 36 e 40 semanas da injeção 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 metabólicas e após 

conservadas em azida sódica 2%. Utilizou-se anticorpo anti-albumina de 

rato desenvolvido em coelhos, neste laboratório, e padrões de albumina 

de rato de 25, 50 e 100 pg/ml, e agarose 1 % (Tipo I, Sigma). 

Excreção Fracional de Sódio (EFNa) e Potássio (EFk), Clearance 

Osmolar (Cosm) e Transporte de Água no Dueto Coletor (TcH20) 

Foram feitas dosagens urinárias e plasmáticas de sódio e 

potássio e medidas da osmolaridade sérica e urinária em ratos 

diabéticos com 8 semanas (n=9), 16 semanas (n=6)I 24 semanas (n=4) 

e 40 semanas (n=4) após a injeção de STZ e em 1 grupo controle inicial 

(n=4). 
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Utilizou-se um fotômetro de chama ( Corning photometer 400 ) 

para as dosagens de sódio e potássio e o método da redução do ponto 

de congelamento, (Fiske, Osmometer, Ma. U.S.A ) para medida da 

osmolaridade. A excreção fracional corresponde à porcentagem da 

carga excretada de um determinado soluto que foi filtrada pelos 

glomérulos e foi obtida pela razão clearance do soluto referido pelo 

clearance da inulina x 100 e expresso em %, e o clearance osmolar 

multiplicando-se a osmolaridade urinária pelo fluxo urinário e dividindo 

pela osmolaridade plasmática. O transporte de água no dueto coletor 

foi obtido a pela diferença entre o clearance osmolar e o fluxo urinário no 

mesmo período. 

Análise histológica e morfométrica 

Os rins dos animais sacrificados após o estudo da Taxa de 

filtração glomerular foram utilizados para análise histológica e 

morfométrica. Foi utilizada a coloração Hematoxilina-Eosina e Tricrômio 

Masson para análise histológica e do conteúdo total de colágeno renal 

respectivamente. 

O volume elipsóide glomerular (VG) foi medido nas preparações 

histológioas 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 perímetro dos 50 primeiros glomérulos 

periféricos encontrados em cada lâmina, observados através de um 

microscópio óptico acoplado a uma câmara clara e a um analisador de 

imagens semi-automático ( Mini-MOP, Kontron Bildanalyse ). A 

estimativa do VG é obtida a partir da conversão matemática da área de 
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cada glomérulo em volume elipsóide. Os valores são expressos em 

1x10-5 mm3. 

Análise do RNA 

Preparo do Córtex 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 injeção de STZ. Os animais foram 

anestesiados, os rins foram perfundidos com PBS ( NaCI 0.15M, 

tampão fosfato 0,01 M, pH 7,2 ) e ambos os rins retirados. A gordura e a 

cápsula renal foram removidas, e o córtex separado à temperatura de 

40C- Fragmentos de aproximadamente 500 mg de córtex 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 injeção de 

Estreptozotocina (ou tampão citrato de sódio) e submetidos ao processo 

de filtragem seqüencial. Os ratos foram anestesiados com eter etílico, os 

rins perfundidos com PBS gelado, a gordura e a cápsula foram 

removidas, e o córtex separado sobre uma placa de Petri à temperatura 

de 40C. O córtex foi cortado em fragmentos de até 1 mm e o material 

colocado sobre um filtro de 180 pm através da qual se instila PBS 

gelado. O filtrado foi novamente passado através de um segundo filtro 

de 106 pm e posteriormente através de um terceiro de 75pm que retém 

os glomérulos. O filtrado foi centrifugado com 1080 G à temperatura de 
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40C por 10 minutos, o sobrenadante foi decantado e o sedimento 

analisado com um microscópio invertido. Amostras contendo 95% de 

glomérulos intactos foram então utilizadas para extração do RNA. 

Extração do RNA 

Utilizamos a técnica do Fenol / Clorofórmio [Chomczynski et al 

1987] para extração de RNA mensageiro. O material contendo ou o 

córtex ou os glomérulos foi suspenso em um tampão de 

homogeneização contendo: 

Tiocianato de Guanidina 4M 

EDTA 5 mM 

íris 50 mM, pH 7,4 

pH 7,4 

2-Mercaptoetanol 0,36ml/50ml 

à 40C e então homogeneizado com um Polytron. 

A solução contendo o homogeneizado foi imediatamente re- 

suspendida em : 

- sarcosil 10% 

- acetato de sódio 2M, pH 4,0 

- fenol 

 - clorofórmío/álcool isoamila (50:1 
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Após repouso por 15 minutos, o material homogeneizado foi 

centrifugado a 3000 r.p.m durante 20 minutos à 10OC. 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. Após, o mesmo foi re-centrifugado à 

10.000 r.p.m por 20 minutos à 40c. o sedimento ressuspendido em 

solução de homogeneização e novamente precipitado em etanol 70%, 

centrifugado e lavado com etanol 70%. A quantificação foi realizada 

através de espectofotometria com leitura em 260 e 280 nm. índices 

( 260/280 ) superiores a 1.65 foram utilizados para hibridização. 

Análise do RNA total 

Dot-Blot 

Para fixação e quantificação do RNA total, foram utilizadas 

membranas de Nitrocelulose ou Nylon (Schleicher & Schuel, Zetabind, 

UNO), através da técnica já descrita [ Church & Gilbert, 1984]. A 

membrana é umidificada na solução SSC 6x: 

NaCI 3M 

Citrato de sódio 0.3M 

pH 7.0 

acoplada a uma câmara contendo orifícios para aplicação. Os 

orifícios foram preenchidos com a solução SSC 6X e em seguida 

aplicou-se vácuo. Amostras de 20Mg de RNA total diluídas em 10 pi de 

água tratada com DEPC foram acrescidas da solução ; 



- Formamida 100% 20 pl 

- Formaldeído 37% 7 pl 

- Solução 6 x SSC 2 pl 

e incubadas por 15 minutos à 680C e, imediatamente após, resfriadas 

em gelo. As amostras foram diluídas em 400 pl de solução SSC 6x e 

aplicadas sobre a membrana em concentrações decrescentes ( 10 pg. 

5pg e 2.5 pg ) e posteriormente fixadas à 80oC por 2h. 

Northern-Blot 

Com o objetivo de avaliar a presença de degradação do RNA 

total, utilizamos a técnica de Northern blot descrita por Maniatis et al 

1982. Concentrações de 30 pg de RNA total foram aplicadas a um gel 

de agarose 1% contendo formaldeído 37% e tampão fosfato 20%, e 

submetidas à eletroforese. O RNA do gel foi transferido para 

membranas de nylon ou nitrocelulose, corado com azul de metileno e 

fixado para hibridização. 

Marcação do cDNA 

Utilizamos o c-DNA específico obtido pela excisão do plasmídio 

PKas ( que continha a seqüência de DNA para TGF-li, humano ) pela 

enzima de restrição 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-Primintf, 

com a abertura da dupla-hélice do DNA e incorporação de citidina 

marcada com [^P] no DNA sintetizado na presença de nucleotídios e 

DNA polimerase ( Boehringer Manheim Biochemical). A separação dos 
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fragmentos marcados foi feita em colunas de sephadex G-50. Os 

fragmentos purificados sâo marcados com atividade específica de 1 x 

109 dpm / pg. 

Hibridização 

As membranas foram pré-hibridizados por um período de 4 horas 

à 60oC em um envólucro plástico com uma solução contendo: 

Solução de Denhart 2x, 

SSC6x 

SDS 0.1x —_____ 

Posteriormente foi adicionado oDNA sonicado de esperma de 

salmão ( para inibir ligações inespecíficas ) e o o-DNA específico para 

TGF-S, marcado, na concentração de 105 pg/ml, e deixado por um 

período de 16 horas à eooc em banho de agitação continua. Os filtros 

foram posteriormente lavados com uma solução contendo: 

SSC2x 

SDS 0.5%  

em temperatura ambiente, e em seguida com a solução: 

SSC IX 

SDS 0.5% 
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à 68 oc por um período de 20 minutos, por 3 vezes. Auto-radiogramas 

das membranas foram obtidos após 7 dias de incubação em contato 

com filmes (X-OMAT AR, Kodak) à -70oC. A quantificação foi feita 

através de densitometria óptica. 

Com o objetivo de corrigir eventuais diferenças nas quantidades 

de RNA total aplicado à membrana, realizamos hibridização com uma 

sonda c-DNA específica para a fração 28S do RNA de rato. A relação 

entre a intensidade do sinal para o TGF-B-, pelo obtido para o 28S foi 

utilizada para análise. 

Imunohistoquímica 

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 

injeção de Estreptozotocina. 

Os animais foram anestesiados com eter etílico e submetidos à 

perfusão renal com PBS até o branqueamento. Imediatamente após, os 

rins foram removidos, a gordura renal e a cápsula foram retiradas e 

então os rins foram fixados em solução de Bouin. Posteriormente os 

rins foram lavados em etanol 70%, desidratados através de uma 

seqüência decrescente de soluções de etanol e então foram incluídos 

em Paraplast (Elétron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). Os 

mesmos foram cortados na espessura de 3 pm, re-hidratados e 

incubados durante a noite a 4^0 com um anticorpo monoclonal anti- 

TGF&i d® camundongo ( 1D11.16, 20 pg/ml - generosamente cedido 
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pelo Dr L. Ellingsworth. PhD - Celtrix Pharmaceutical Inc. Paio Alto. CA) 

ou com um anticorpo policlonal anti-colágeno tipo I de rato produzido em 

coelho diluído 1/200 (Chemicon International INC., Temecula, CA). 

Usou-se como segundo anticorpo biotinilado, anti-lgG de camundongo 

ou coelho respectivamente e o produto da reação foi revelado pela 

Avidina-Peroxidase ( Vectastain. Vector Lab., Burlingame, CA). 

A coloração da reação foi obtida com 3.3 diamino-benzidina 

( Electron Microscopy Sciences ). As ligações não-específicas foram 

bloqueadas por incubação com soro de cabra 5% em PBS por 30 min. 

Os controles consitiram em substituir o anticorpo anti-TGF-fc-, ou anti- 

colágeno tipo I por IgG de rato ou coelho normais. 

Utilizamos um método semi-quantitativo [Raij et ai, 1984] para 

graduar a reação imunohistoquímica com anticorpo anti- TGF-Ii^ A 

cada 100 glomérulos observados por lâmina, correspondente a um rato 

individual cada, foram atribuídos escores de 0 a 3 baseados na 

intensidade da reação como se segue; 0 (nenhuma reação), 1 (presença 

de reação 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 equação a seguir; 

Escore = S Fi(i) 

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

Análise estatística 

Utilizamos teste T para amostras independentes em todos os 

testes exceto na análise da Taxa de filfraçâo glomerular e do volume 
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glomerular onde utilizamos ANOVA para dados paramétricos com teste 

de Scheffe e correção de Bonferoni. Os dados da excreção urinária de 

albumina foram previamente transformados em log10 para análise. 

Utilizamos correlação de Person para o valor de r entre os escores da 

imunohistoquímica para TGF-^ e a excreção urinária de albumina. O 

nível de significância considerado foi p<0.05. 
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dos 

Controle metabólico 

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 estão representadas na tabelai. Todos os 

controles apresentaram níveis normais de glicose plasmática. O ganho 

ponderai dos ratos diabéticos foi significativamente inferior ao do grupo 

controle (pO.OõXfigura 1). 

Tabela 1 Glicemias e glicosúrias de ratos diabéticos e controles. 

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão. n= número 

de animais. 

Glicemia (mg / %) 

Semana Diabete Controle 

Glicosúria (mg / 24h) 

458 ± 7 n=16 113 ± 7 n=8 p<0,001 

Semana Diabete Controle 

4613 ± 379 n=14 2,8 ± 0.3 n=7 p<0.001 

1978 ± 145 n=6 

4786 ± 434 n=5 

4202 ± 739 n=5 

5587 ± 598 n=9 

4845 í 274 n=8 2.4 ± 0.2 n=8 p<0.001 
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Tempo ( semanas ) 

Figura 1. Peso ( g ) dos animais diabéticos e controles. Tempo= 

Período em semanas após a injeção de estreptozotocina (diabéticos) ou 

solução de citrato de sódio (controles). NS= não significante; * p<0.05. 



Função renal 

Os dados de função renal mostrados nas tabelas 2, 3 e nas 

figuras 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 demonstram alterações de função renal típicas 

do diabete mélito que serão descritas a seguir: 

Fluxo urinário 

A figura 2 apresenta o fluxo urinário de ratos diabéticos e 

controles antes e após a injeção de estreptozotocina (diabéticos) ou 

citrato de sódio (controles). O maior fluxo urinário observado nos 

diabéticos caracteriza a diurese osmótica devido a maior concentração 

de glicose no filtrado glomerular. 

Taxa de Filtração Glomerular 

A média dos valores da taxa de filtração glomerular nos ratos 

diabéticos aumentou significativamente em relação aos controles em na 

primeira e na oitava semana (p<0,01) e na quadragésima semana 

(p<0105). O aumento observado foi de aproximadamente 30% acima dos 

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

diabete mélito. 

Tabela 2. Taxa de Filtração Glomerular ( ml/min/100g ) dos ratos 

controles e diabéticos. Os resultados estão expressos como média ± erro 

padrão, n= número de animais, tempo = período após a administração 

de estreptozotocina (diabéticos) ou de citrato de sódio (controles) 

expresso em semanas. 

Tempo Diabete Controle p 

1,07 ± 0,07 n=6 0,76 ± 0,03 n=6 p < 0,01 

p < 0.05 1,03 ± 0,05 n=11 0,84 ± 0,03 n=6 p<0.05 

1,05 ± 0,05 n=5 0,81 ± 0,07 n=6 p < 0.05 
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I I Controle Diabete 

Tempo ( semanas ) 

Figura 2. Fluxo urinário ( ml/24h ) de ratos diabéticos antes (0), e 

após 8. 24 e 40 semanas da injeção de estreptozotocina e controles 

antes (0) e após 8 e 40 semanas da injeção de citrato de sódio. Os 

resultados estão expressos como média ± erro padrão. *** p<0.001. 
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0.50 i 

0.00 

Tempo ( semanas ) 

Figura 3. Taxa de filtração 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 ml/minuto/100g de rato. Os resultados estão expressos como média 

± erro-padrão. Tempo=período após a administração de estreptozotocina 

( diabéticos) ou citrato de sódio ( controles).* pO.Oõ ** p<0,001. 
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Carga excretada de albumina 

A Carga excretada de albumina mostrou um aumento significativo 

e persistente em relação aos controles após 16 semanas da indução do 

diabete, (figura 4 e tabela 3). Ao atingir 40 semanas os ratos diabéticos 

apresentaram uma média geométrica 14 vezes maior do que seus 

respectivos controles (p<0,001)l caracterizando a presença de 

nefropatia diabética. 

Tabela 3 Excreção urinária de albumina ( pg/24h ) em ratos 

controles e diabéticos. Os resultados estão expressos como média 

geométrica ± erro padrão. Tempo (semanas) = período após a injeção 

de estreptozotocina (animais diabéticos) ou citrato de sódio (controles). 

n= número de animais. 

Tempo Diabete Controle P 

1 155 ± 21 n=12 123 ±17 n=10 NS 

8 465 ± 78 n=12 178 ±29 n=8 p<0.01 

12 239 ± 20 n=5 191 ±31 n=8 NS 

16 721 ± 175 n=8 243 ± 97 n=5 pO.OI 

24 1000± 242 n=5 212 ±56 n=4 p<0.01 

32 2252 ± 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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12 16 24 
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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 injeção de estreptozotocina. Estão representadas as 

Médias geométricas e os erros-padrão em pg/24h. Tempo= período 

spós a injeção de estreptozotocina (diabéticos) ou tampão citrato 

(controles). Os dados foram transformados em logaritmo decimal para 

análise estatística. ^<0,05; ** p<0,01; *** pO.OOl. 
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Excreção fracional de Sódio e Potássio, Clearance Osmolar e 

Transporte de Água no Dueto Coletor 

Não foi encontrada diferença significativa na excreção fracional de 

sódio ( Figura 5 ) e potássio ( 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 água no coletor (TcH20) (Figura 8)'foram significativamente 

maiores nos ratos diabéticos com 8, 24 e 40 semanas, (p<0.05), 

comparativamente aos controles basais. Estas observações também 

estão de acordo com o esperado em animais diabéticos. Uma maior 

carga de soluto (glicose) está sendo filtrada, saturando portanto a sua 

capacidade de reabsorçâo ao nível dos túbulos proximais. A presença de 

solutos não absorvíveis no túbulo proximal vai interferir com o transporte 

be sódio e água, promovendo um aumento da diurese e do clearance 

esmolar ( maior quantidade de solutos na urina ). O transporte de água 

no coletor também aumenta devido ao maior aporte de fluidos para o 

túbulo coletor. 
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Tempo ( semanas ) 

Figura 5. Excreção fracionada de Sódio (EF^a ) em ratos 

diabéticos com 8, 16, 24 e 40 semanas de diabete e controles basais e 

40 semanas. Estão representadas as médias ± erro padrão, em (%). 

Tempo = período após a administração da estreptozotocina. 
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Controle Diabete 

Tempo ( semanas ) 

Figura 6. Excreção Fracionada de potássio (EFk) em ratos 

diabéticos com 8,16, 24 e 40 semanas de diabete e controles basais e 
de 40 semanas. Estão representadas as médias e erros padrão, em %. 

• empo= período após a administração da estreptozotocina. 
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Figura 7. Clearance osmolar (Cosm) em ratos diabéticos com 8, 

5, 24 e 40 semanas e controles basais e de 40 semanas. Estão 

presentadas as médias e os erros-padrão em ml/min. Tempo 

jríodo após a injeção de estreptozotocina. ** p<0,01, p<0.001. 
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Figura 8 Transporte de água no dueto coletor (TcH2o) em 

il/min ) em ratos diabéticos com 8, 16, 24 e 40 semanas e controles 

sais e de 40 semanas. Estão representadas as médias e os erros- 

drâo. Tempo= período após a injeção da estreptozotocma ou de 

rato de sódio.** p<0,01, ***p<0.001. 



57 

Histomorfometria 

As médias ± EP dos volumes glomerulares para diabéticos e 

controles com 1, 8 e 24 semanas, em mm3 x IO-3 estão representadas 

na figura 9 e tabela 4. Observa-se um aumento progressivo em ambos 

os grupos porém significativamente maior no grupo diabético após 8 

semanas do início da hiperglicemia (p<0.001) sugerindo a presença de 

hipertrofia glomerular. 

Tabela 4 Volume glomerular ( mm3x10-5 ) dos ratos diabéticos e 

controles. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão, n 

= número de animais, tempo = período após a administração da 

estreptozotocina (diabéticos) ou citrato de sódio (controles). 

30 ±3 n=3 

50 ± 5 n=3 

Controle 

33 ±2 n=3 

38 ±1 n=3 
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I Controle Diabete 

§ 30 

Tempo (semanas) 

*■ p<0.05 *** p<0,001 

Figura 9. Volume elipsóide glomeruiar em mm3 x IO5 de ratos 

diabéticos e controles com 1, 8 e 24 semanas. Estão representados as 

Médias ± erro padrão das médias obtidas de 50 glomérulos por rato. 

Tempo = período após a administração da estreptozotocina (diabéticos) 

ou citrato de sódio (controles).*p<0,05 , ***p<0,001. 
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Análise histológica com coloração para colágeno 

A análise histológica com coloração para colágeno total mostrou 

a presença de espessamento mesangial com marcada deposição de 

colágeno em ratos diabéticos com 24 e 40 semanas de hiperglicemia 

indicando a presença de glomerulosclerose diabética do tipo difusa 

(figura 10 inferior B e D). Não observamos aumento da deposição de 

colágeno no grupo controle do mesmo tempo ( figura 10 inferior A e C) 

nem no grupo diabético com menos de 16 semanas. 

Imunohistoquímica: 

A imunohistoquímica utilizando anticorpo monoclonal anti-TGFÊ1 

de camundongo mostrou presença de reação marcada ao nível de 

fnesângio e endotélio capilar glomerular que só foi visualizada nos ratos 

diabéticos com albuminúria significativa, após 24 semanas da indução 

da hiperglicemia, estando também presente nos ratos diabéticos com 40 

semanas de doença, (figura 10 superior B e D e figura 11). A reação é 

específica para os glomérulos, e apenas uma leve reação é observada a 

nível tubular nos mesmos cortes. Não encontramos reação nos ratos 

controles da mesma idade (figura 10 superior A e C) nem nos controles 

com IgG de camundongo. 

Observamos a presença de uma correlação significativa (r=0.905, 

P<0.001) (figura 12) entre o escore de intensidade da reação 

•niunoihistoquímica para TGF-fy e a carga excretada de albumina bem 
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como uma associação temporal com o surgimento de colágeno no grupo 

diabético. 

A imunohistoquímica utilizando anticorpo anti-colágeno tipo I 

mostrou presença de deposição difusa e intensa deste sub-tipo do 

colágeno na região mesangial e nos capilares glomerulares de ratos com 

24 e 40 semanas de diabete mélito (figura 13 B e 13 C). Pouca reação 

se observa nos controles de 24 semanas (Figura 13 A) e nenhuma nos 

controles com IgG de coelho. 

Figura 10 Superior. Imunolocalização de TGF-&, no córtex renal 

de um rato diabético com 24 semanas (B) e de quarenta semanas da 

injeção de estreptozotocina (D) e seus respectivos controles (A) e (C), 

usando anticorpo monoclonal anti-TGF-&| de camundongo. Observe a 

intensa reação presente no mesângio e parede capilar glomerular dos 

ratos diabéticos. 280x. 

Figura 10 inferior. Cortes obtidos dos mesmos ratos acima, 

corados com Tricrômio de Masson. B. Rato diabético com 24 semanas 

após a injeção de estreptozotocina e D. Rato diabético com 40 

semanas após a injeção de estreptozotocina e seus respectivos 

controles (A) e (C). Observe o aumento da coloração azul nas áreas 

mesangiais e na membrana basal indicando aumento da deposição de 

colágeno total. 280x. 
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Figura 11: Imunolocalização de TGF-^ com anticorpo 

monoclonal de anti-TGF-^ de camundongo em córtex renal de um rato 

diabético com 24 semanas (A) e quarenta semanas do início da 

hiperglicemia (B). Observe a reação mais intensa presente no 

glomérulo dos ratos diabéticos de 40 semanas (setas). 150x. 
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r-0.905 p< 0.001 

Escore para TGF-betal 

Figura 12. Correlação entre os escores da reação obtida com a 

imunohistoquímica renal coim o anticorpo monoclonal anti- TGF-&, e os 

a excreção urinária de albumina correspondente em ratos diabéticos. O 

cálculo do escore obtido na imunohistoquímica para TGF-^ está 

descrito no texto. A carga excretada de albumina está representada em 

pg/24h. r=0,905, p<0.001. 
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Figura 13. Imunolocalização de colágeno tipo I 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 deposição difusa de 

colageno na região mesangial nos ratos diabéticos.420x. 
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Análise do mRNA cortical e glomerular para TGF-^ 

Os níveis de mRNA para TGF-^ no córtex 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 indução do diabete e 

estão representados na figura 14. 

Para estudar a expressão renal de TGF-&, em glomérulo 

estudou-se o mRNA para TGF-^ em um pool de glomérulos de ratos 

diabéticos 20 semanas da indução e de controles da mesma idade. 

Observamos um aumento definido do mRNA-TGF-^ nos glomérulos 

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

Figura 14. Quantificação do mRNA-TGF-B-, no córtex 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) após a injeção de estreptozotocina por hibridização com cDNA 

de TGF-G.-| humano em dot-blot. Os dados são expressos como 

porcentagem dos controles e estão representadas as médias e erros- 

padrão. O valor do controle é designado 100%. ^<0,05 ** p<0,01f 

**^<0,001. Autoradiograma de valores individuais são mostrados ao 

lado dos gráficos, onde a primeira linha representa dots de um rato 

individual (C=controle e DM=diabético) em 3 diluições diferentes 

respectivamente 10. 5 e 2.5 pg de RNA total. A linha abaixo corresponde 

aos mesmos dots, no mesmo ensaio, hibridizados com cDNA para a 

28S de rato. 
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* * t" rjt- 

Figura 15. Northern-biot de mRNA-TGF-(2>i em um gool de 

glomérulos de 16 ratos diabéticos (D) após 20 semanas da injeção de 

estreptozotocina e controles (C). Observe a maior intensidade da banda 

18S indicada pela seta, correspondente ao TGF-^/mRNA dos ratos 

diabéticos. 
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Discussão  

Os primeiros estudos in vivo mostrando que o TGF-S, poderia 

estar relacionado com doença glomerular em modelos experimentais 

foram realizados por Okuda et al 1990 e Coimbra et al [19911. 

No estudo de Okuda et al [1990 ] foi utilizado um modelo de 

glomerulonefrite mesangial em camundongos, a qual foi induzida pela 

administração de anticorpo anti-célula do timo. Nestas condições estes 

autores observaram um aumento do RNA mensageiro para o TGF-S, e 

da atividade deste polipeptídio nos glomérulos. Posteriormente, Border et 

al [1992] também constataram, no mesmo modelo experimental, que a 

administração de um anticorpo capaz de neutralizar a atividade para o 

TGF-S, reduzia o aumento da produção de matriz extra-celular nesses 

animais. 

No estudo de Coimbra et al [1991], em um modelo de 

glomerulonefrite produzida pela administração de anticorpo anti- 

membrana basal em coelhos, foi observado que os níveis de RNA 

mensageiro e a atividade para o TGF-S, estavam aumentados no córtex 

total e nos glomérulos renais desses animais durante a evolução da 

doença. Os autores verificaram também que o meio condicionado obtido 

de córtex renal desses animais estimulava a produção de colágeno pelas 

células mesangiais em cultura, e que esse efeito estimulante era inibido 

pela administração de um anticorpo específico para o TGF-^ 
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A motivação para a realização do presente estudo surgiu com 

estes trabalhos. Na ocasião, não se encontravam na literatura estudos 

que tivessem avaliado a possibilidade de envolvimento do IGF- (i1 na 

gênese e na evolução da nefropatia diabética. 

Posteriormente surgiram evidências sobre a participação do TGF- 

na patogênese de diferentes tipos de nefropatias experimentais. O 

TGF-fc-i participa na gênese e evolução das doenças renais induzidas 

por Puromicina [Jones et al, 1991]; obstrução ureteral [Keneto et al, 

1993]; Adriamicina [Tamaki et al, 1994] e pela Angiotensina [Kagami et 

al. 1994], Também foi verificada a existência de determinadas 

proteoglicanas, como a Decorina e a Biglicana. as quais são capazes de 

inibir a atividade do TGF-S-, [Yamaguchi et al, 1990], 

No momento, as principais evidências experimentais que 

mostram que o TGF-&., possa ter um papel importante na patogênese e 

na evolução de lesões glomerulares em doenças renais são as 

seguintes: 1) existem observações realizadas in vivo que demonstram 

uma associação temporal entre o aumento da produção e da atividade 

do TGF-fy com o aumento da matriz extra-celular que pode ser 

reproduzido in vitro, pela incubaçào de glomérulos ou de células 

mesangiais com preparações contendo TGF-&, [Okuda et al, 1990; 

Coimbra et al, 1991; Kagami et al, 1993]; 2) a administração do 

anticorpo anti-TGF-B, ou de Decorina - um inibidor específico do TGF-B, 

- pode reduzir a produção de colágeno pelas células glomerulares na 

glomerulonefrite experimental [Border et al, 1990 e 1992]- 3) A 

introdução pela artéria renal de um DNA de plasmidio contendo o cDNA 

para o TGF-B, provoca um aumento da produção de diversos tipos de 



colágeno (tipo I, III. e IV) pelas células glomerulares levando à esclerol! 

glomerular [Isakaetal, 1993]. 

A participação do TGF-li, na nefropatia diabética em humanos 

vem sendo proposta recentemente. Yamamoto et al [1993] analisaram 

através de imunofluorescência, biópsias de pacientes com nefropatia 

diabética avançada, utilizando anticorpo anti-TGF-6,, e compararam 

com observações em controles normais e em portadores de 

glomerulonefnte de lesões mínimas. Os autores encontraram forte 

reação imunohistoquimica para o polipeptidio TGF-B, nos glomérulos de 

pacientes com nefropatia diabética, enquanto que nos controles e nos 

pacientes com nefropatia de lesões mínimas a reação foi de pequena 

intensidade. O delineamento deste estudo foi transversal e, portanto 

nâo permite, isoladamente, conclusões sobre uma possível relação 

causa-efeito entre a presença de reação imunohistoquimica ao 

polipeptidio TGF-S, e o surgimento da glomerulosclerose, 

No presente estudo observou-se a presença de um aumento da 

quantidade do polipeptidio TGF-S, nos glomérulos de ratos com diabete 

mélito com 24 e 40 semanas de hiperglicemia. A análise 

imunohistoquimica com anticorpo para TGF-B, evidenciou uma reação 

que localizou-se predominantemente na região mesangial e na parede 

dos capilares glomerulares, sendo que esta reação foi mínima nos 

tubulos renais. Evidenciou-se também a existência de um aumento 

marcado dos níveis de RNA mensageiro para TGF-S, no glomérulo 

isolado de ratos diabéticos, tratados com insulina, já com 20 semanas 

de hiperglicemia. Este aumento, portanto, precedeu a deposição do 

polipeptidio TGF-IJ, no glomérulo. Por outro lado, no córtex renal os 
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níveis de mRNA-TGF-fc-, apresentaram-se, durante todo o período de 

observação, significativamente reduzidos em relação aos seus controles, 

confirmando que o aumento da produção de TGF-B., parece ter ocorrido 

predominantemente nos glomérulos. Foi observado, ainda, uma 

importante correlação entre a intensidade da reação imunohistoquímica 

para o polipeptídio TGF-^ com a carga excretada de albumina 

correspondente, bem como uma associação temporal com o aumento do 

conteúdo de colágeno total e colágeno tipo I. Nenhuma reação foi 

verificada nos glomérulos dos animais controles e dos ratos com diabete 

de menor duração. 

Os resultados descritos no presente trabalho estão de acordo 

com estudos que têm mostrado que o conteúdo glomerular de RNA 

mensageiro para TGF-S-, encontra-se aumentado em modelos animais 

com diabete de início 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 tênue 

aumento, a nível glomerular, de RNA mensageiro para TGF-B-j, de 1,5 e 

1,8 vezes em relação aos controles não-diabéticos, respectivamente. 

Este aumento foi maior (2,5 vezes o basal) no grupo de animais 

diabéticos não 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 não tratado. Em conjunto, esses estudos indicam que a 

hiperglicemia sustentada, associada à deficiência de insulina, pode 

induzir uma maior expressão do RNA mensageiro para TGF-&, e 
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consequentemente aumento da produção de TGF-B, no glomérulo de 

ratos diabéticos. 

No presente estudo encontramos nos glomérulos dos ratos 

diabéticos com 20 semanas um sinal de TGF-li,, definidamente maior 

que os dos controles com a mesma idade, o que confirma as 

observações de Nakamura et ai e Yamamoto et al (1993), mas em um 

período mais avançado, onde já existe glomerulosclerose diabética. Os 

dados foram consistentes em definir a existência de aumento da 

produção do TGF-S, no glomérulo de ratos com glomerulosclerose 

diabética. 

Reunidos os resultados de Nakamura et al e Yamamoto et al, e 

os obtidos neste estudo, as evidências são de que há um aumento 

moderado da produção de TGF-IJ,, que parece estar relacionado com a 

intensidade da hiperglicemia, com a deficiência de insulina e com a 

duração do diabete, indicando que o meio metabólico diabético possa 

estar interferindo significativamente na transcrição gênica do mRNA- 

TGF-B-,. 

A relação entre o aumento persistente do conteúdo glomerular de 

TGF-B, e a evolução da nefropatia diabética não havia sido demonstrada 

em estudos anteriores, pois estes utilizaram ratos diabéticos em uma 

fase na qual a nefropatia não estava definida. Procurou-se, portanto, 

manter os animais durante um período suficientemente longo (40 

semanas) para o desenvolvimento das alterações de estrutura e de 

função renal típicas da nefropatia diabética. Observou-se então, que 

aumentos persistentes e progressivos da albuminúria ocorrem somente 

após 16 semanas do início da hiperglicemia e a glomerulosclerose é 
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detectada a partir de 24 semanas. A produção glomerular de mRNA- 

TGF-6, estava aumentada com 20 semanas do início da hiperglicemia. 

Este aumento poderia determinar um aumento da síntese do polipeptídio 

TGF-B1 e contribuir para sua maior deposição no glomérulo. 

As prováveis conseqüências do aumento de atividade para TGF- 

B, no glomérulo são múltiplas pois este polipeptídio tem uma ação 

estimulatória significativa na síntese de vários componentes da matriz 

extra-celular [MacKay et el, 1989; Border et al, 1990; Coimbra et ai, 

1991], além de reduzir a degradação da matriz extra-celular recém 

formada [ Edwards et al, 1987], Foi demonstrado, em glomérulos de 

ratos diabéticos, que a presença do polipeptídio TGF-B, estava 

associada a um aumento da síntese local de colágeno [Bollineni et al, 

1993], Neste trabalho, Bollineni et al, [1993], observaram que pequenos 

aumentos da concentração de TGF-li,, em cultura de glomérulos de 

ratos normais, são suficientes para aumentar significativamente a 

produção de colágeno, um efeito que é bifásico, pois, a partir de uma 

determinada concentração (5ng/ml) de TGF-6,, suplementações 

maiores de TGF-B, passam a inibir progressivamente esta atividade de 

síntese de colágeno. Os mesmos autores observaram que glomérulos 

de ratos diabéticos apresentam um pequeno, mas significativo, aumento 

da atividade de síntese de colágeno (1,5 vezes em relação ao controle), 

a qual não apresenta o efeito bifásico observado nos glomérulos 

normais. Quando se adiciona o anticorpo anti-TGF-S,, entretanto, este 

aumento basal de atividade de síntese de colágeno é supressível a 

níveis normais, indicando ser este um efeito específico do TGF-S,. Os 

resultados do estudo de Bollineni et al, [1993] sugerem que pequenas 



concentrações do peptídio TGF-B,, presentes no glomérulo de forma 

sustentada, podem ser suficientes para manter um aumento da síntese 

de componentes da matriz extra-celular in vitro. porém a reprodução de 

glomerulosclerose diabética in vivo ainda necessita ser demonstrada. 

A origem da deposição glomerular do TGF-R, observada nos 

ratos diabéticos no presente trabalho, pelo menos em parte, parece ser 

devido a uma maior transcrição de RNA e da síntese deste polipeptídio 

por células glomerulares residentes. Os resultados aqui apresentados, 

não afastam, no entanto, a possibilidade de que a deposição glomerular 

seja também secundária a uma menor degradação local do polipeptídio 

TGF-IJ,. Teoricamente, pelo menos, isto seria possível, uma vez que o 

TGF-IJ, pode ligar-se à matriz extra-celular através de seus receptores 

(betaglicana) e a glicosilação nâo-enzimática de alguns de seus sub- 

componentes poderia interferir com esta ligação, estabilizando-a em 

relaçao a ação de proteases. Existe também a possibilidade de haver 

uma maior degranulação de plaquetas - as quais são ricas em TGF-IJ, a 

nível glomerular, uma vez que a adesividade plaquetária pode estar 

aumentada no diabete descompensado. 

Os níveis reduzidos de mRNA-TGF-IJ, encontrados, no presente 

estudo, no córtex renal não haviam sido descritos na literatura até o 

momento e podem ser explicados pela influência de alguns fatores: A 

primeira possibilidade é a de que, devido à hipertrofia renal que existe já 

nos primeiros dias de diabete, neste modelo, o RNA de toda a massa 

cortical estaria aumentado, mascarando aumentos discretos do mRNA- 

TGF-IJ, glomerular (o qual representa uma proporção bem menor do 

córtex total). Desta forma, com mais RNA total, a razão entre o mRNA 
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para o TGF-ft, e o RNA total poderia estar reduzida no córtex. Outra 

possibilidade é a de que a produção de TGF-6, no córtex esteja 

realmente reduzida em função da desnutrição apresentada pelos ratos 

no presente estudo. Em suporte a esta hipótese, o estudo de Okuda et 

al [1991] demonstrou que a dieta hipoprotéica pode reduzir os níveis 

renais de mRNA para TGF-S, 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 ponderai em relação aos controles. Esta desnutrição ocorreu 

provavelmente devido ao catabolismo gerado pelo diabete mélito 

descompensado. Tal alteração metabólica poderia reduzir a produção de 

TGF-S, no córtex total. Desta forma, no diabete descompensado de 

longa duração, poderia estar havendo uma menor produção de TGF-B, 

no córtex total, enquanto que a produção glomerular estaria aumentada. 

Entre os mecanismos que poderiam estar envolvidos no aumento 

de produção glomerular de TGF-S, no diabete destacam-se os níveis 

glomerulares de angiotensina II e a própria hiperglicemia. 

A angiotensina II é capaz de estimular as células mesangiais de 

rato aumentando seus níveis de RNA mensageiro para componentes da 

matriz extra-celular - colágeno tipo I, fibronectina e biglicana - e de suas 

respectivas moléculas através do aumento da expressão do polipeptídio 

do TGF-S,. A angiotensina II promove também a conversão do TGF-S, 

latente em ativo, e o uso do anticorpo anti-TGF-6, inibe o efeito da 

angiotensina II na produção de matriz extra-celular [Kagami et al, 1994], 

Esta ativação parece ser mediada, invitro. pela plasmina que por sua 

vez depende da conversão do plasminogênio, pelo ativador do 
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plasminogênio [Flaumenhaft et al, 1992], Anderson et al [1993] 

demonstraram que ratos diabéticos apresentam concentrações intra- 

renais elevadas da proteína da renina assim como do RNA mensageiro 

para a renina e do angiotensinogênio, sugerindo a existência de ativação 

do sistema renina-angiotensina nesses animais. Neste estudo, a 

atividade da enzima conversora de angiotensina encontrava-se baixa nos 

tubulos proximais mas aumentada nos vasos e glomérulos, mostrando 

que há uma redistribuiçâo da atividade do sistema renina-angiotensina 

no diabete experimental. 

Os mecanismos pelos quais a glicose poderia estimular a síntese 

do peptídio do TGF-I^ nâo são conhecidos, mas diversas hipóteses tem 

sido levantadas, entre elas a glicosilaçâo nâo-enzimática [Brownlee et 

al,1988] a redução intra-celular do mio-inositol pela ativação da via dos 

polióis [Ziyadeh et al, 1991] e a ativação da proteína quinase C [Ayo et 

al,1991]. 

A glicose conhecidamente forma compostos reversíveis com 

proteínas teoiduais e plasmáticas, chamados bases de Schiff, cuja 

síntese é diretamente proporcional à concentração de glicose no plasma. 

Estes compostos por sua vez reagem para formar moléculas mais 

estáveis, mas ainda reversíveis, chamados produtos de Amadori 

[Brownlee et al, 1984], Uma parte destes assim chamados produtos de 

glicosilaçâo precoce sofre por sua vez uma lenta reorganização 

molecular, formando produtos de glicosilaçâo avançada, os quais ligam- 

se através de pontes cruzadas dissulfeto de forma irreversível às 

proteínas plasmaticas (albumina, hemoglobina, IgG), lipoproteinas de 

baixa densidade (LDL) e a proteínas tissulares, e a componentes da 
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matriz extra-celular (colágeno) [Brownlee et al, 1983:Kent et al, 1985], 

acumulando-se proporcionalmente aos níveis de glicose. A glicosilação 

nâo-enzimática pode alterar a conformação dos receptores para o TGF- 

S, ou mesmo das proteínas regulatórias intra-celulares. Isto poderia 

afetar a síntese ou a atividade do TGF-S,. Sustentando esta evidência, 

existe o estudo de de Cohen et al [1994a]. Estes autores demonstraram 

que células mesangiais de ratos quando submetidas à incubação com 

produtos de Amadori, aumentam a sua síntese de colágeno e a sua 

expressão de RNA para colágeno. A administração crônica de anticorpo 

anti-albumina glicosilada de ratos em ratos diabéticos atenua as 

manifestações histológicas e reduz a albuminúria da nefropatia diabética 

[Cohen et al, 1994b]. Este aumento de síntese de matriz extra-celular 

poderia estar sendo mediado pelo TGF-(L, 

Um segundo mecanismo de ação pelo qual a glicose poderia agir 

seria a ativação da via dos polióis reduzindo os níveis de mio-inositol 

mtra-celular. Ratos diabéticos apresentam redução do conteúdo renal de 

mio-inositol [Goldfarb et al, 1991], In vitro, a suplementaçâo com mio- 

inositol restabelece a proliferação celular de células mesangiais e reduz 

a sua produção de matriz extra-celular relacionada à exposição a altas 

concentrações de glicose [Ziyadeh et al, 1991], 

A glicose também pode aumentar a síntese de matriz extra- 

celular através da ativação da proteína quinase C. Este mecanismo foi 

demonstrado em células mesangiais de ratos [Ayo et al, 1991] e é 

bloqueado por inibidores da proteína quinase C (Studer et al, 1993], A 

glicose, quando em excesso no meio intra-celular, utiliza como via 

alternativa para sua utilização a síntese de sorbitol que por sua vez 
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oxida-se em frutose gerando um aumento na relação citosólica 

NADH/NAD+. Este aumento de NADH facilita a síntese de diacilglicerol 

(DAG) que por sua vez ativa a Proteína quinase C. Esta ativação está 

associada a um aumento da síntese dos componentes da matriz extra- 

celular como fibronectina, laminina e colágeno tipo IV [Ayo et al. 1991 

Studer et al, 1993] e de seus respectivos níveis de mRNA [Kreisberg et 

al, 1993; Studer et al, 1993], A presença deste efeito em células 

humanas no entanto, ainda não foi confirmada. 

Embora o mecanismo exato pelo qual a hiperglicemia atue não 

esteja totalmente estabelecido (direto, glicosilaçâo não enzimática, via 

ativação da proteína C quinase ou outro), é sabido que altas 

concentrações de glicose estimulam a produção de colágeno tipo IV, 

fibronectina, laminina e outros componentes da matriz extra-celular por 

células glomerulares [Haneda et al 1991; Ayo et al 1990], têm um efeito 

inibitório na proliferação celular [Wolf et al, 1992], e podem induzir 

hipertrofia celular in vitro [Ziyadeh et al, 1990], Altas concentrações de 

glicose exercem efeito estimulatório sobre o mRNA-TGF-B, em células 

mesangíais de ratos [Wolf et al,1992] e de túbulo proximal de rato 

[Rocco et al, 1992]. 

A albuminúria observada nos animais diabéticos no presente 

estudo foi discreta e transitória nas primeiras semanas. Ela se tornou, 

entretanto, mais intensa e persistente a partir da 16a semana, ocorrendo 

então um aumento progressivo na sua intensidade. Este aumento foi 

acompanhado do aparecimento de alterações estruturais do glomérulo, 

evidenciando, portanto, a presença da glomerulopatia diabética. Como a 

proteinúria inicial não estava relacionada com as alterações na histologia 
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renal, esta deve ser mais provavelmente secundária às alterações da 

hemodinâmica renal que podem ser observadas já nas fases iniciais do 

diabete [Viberti et al, 1983; Zatz et al, 1986 ]. 

A albuminuna é uma manifestação característica da nefropatia 

diabética clinica e experimental e é essencialmente de origem 

glomerular. Nas fases iniciais da doença é de pequena intensidade e 

pode ser uma das conseqüências do aumento da pressão de filtraçâo 

nos capilares glomerulares [ Viberti et al, 1983; Zatz et al 1986] 

Posteriormente, com a evolução da doença, podem ocorrer alterações 

de seletividade glomerular em relação a carga elétrica das 

macromoiéculas, devido a uma redução dos componentes aniônicos das 

paredes dos capilares glomerulares. Vários trabalhos têm mostrado que 

o conteúdo glomerular de heparan-sulfato está reduzido na nefropatia 

diabética [ Kanwar et al, 1983; Cohen et al, 1988; Makino et al, 1993], 

Esta proteoglicana é fortemente aniônica e está presente na membrana 

basal dos capilares glomerulares nas lâminas raras interna e externa 

[Caufield & Farquhar, 1976], sendo portanto, um determinante 

importante da permeabilidade glomerular, restringindo assim a 

passagem de moléculas aniônicas pelo filtro glomerular [Kanwar et al 

1983], Gambaro et al [1992 ] observaram uma redução da excreção 

urinária de albumina em ratos com DM após o tratamento com 

proteoglicanas ( heparinas de baixo peso molecular e dermatan sulfato ) 

por um período prolongado ( 8 meses ). Esta redução estava relacionada 

com o aumento do conteúdo da heparan-sulfato nas paredes dos 

capilares glomerulares e consequentemente com a restauração da 

densidade de carga dos mesmos. Nas fases mais avançadas da 



glomerulopatia ocorre também perda da seletividade do filtro glomerular 

em relação ao tamanho das macromoléculas devido ao aparecimento de 

populações de poros de maior diâmetro nas paredes capilares 

glomerulares [Kaysen et al, 1986], 

Embora os achados morfológicos e laboratoriais encontrados no 

nm de ratos com diabete induzido experimentalmente sejam muito 

semelhantes com os observados em humanos, algumas diferenças 

histologicas a nível renal ocorrem. A mais significativa é que o padrão 

da glomerulosclerose é invariavelmente difuso no rato, raramente sendo 

encontrados nódulos como nas lesões de Kimmelstiel-Wilson, e são 

mínimas as oclusões glomerulares, ao contrário 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 insuficiência renal crônica [Kempe et al 

1993], 

A possibilidade de que a nefrotoxicidade da estreptozotocina 

tenha interferido nos resultados encontrados neste trabalho é remota A 

lesão característica causada pela estreptozotocina é precoce, e está 

associada com lesão primariamente a nível tubular, geralmente 

poupando o glomérulo. No presente estudo, as alterações histologicas 

renais observadas ocorreram em uma fase tardia do diabete, sendo 

típicas da glomerulosclerose diabética e podem ser atribuíveis às 

alterações metabólicas [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 têm sido preferido para o 
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estudo da nefropatia diabética [Kempe et al, 1993], Além disso, a 

presença do polipeptídio TGF-Ê, no glomérulo também já foi encontrada 

em pacientes com diabete mélito. Estes dados, tomados em conjunto, 

tornam pouco provável que a deposição do polipeptídio do TGF-S,, no 

presente estudo, seja secundária a um efeito nefrotóxico da 

estreptozotocina. 

M__j9£n^^^LZZZZZZZZZZZZZZZZZZZZ^ 
Foram obtidas evidências que mostram que o TGF-^ pode ter 

uma participação na patogênese da glomerulosclerose diabética; 

1. Existe aumento do conteúdo glomerular do polipeptídio do 

TGF-G1 em ratos com glomerulosclerose diabética. 

2. O aumento do conteúdo de TGF-&, no glomérulo torna-se 

mais intenso com a evolução da glomerulosclerose, 

correlaciona-se com a albuminúria e está associado 

temporalmente com o aumento do conteúdo glomerular de 

colágeno total e tipo I. 

3. A reação imunohistoquímica para TGF-&, ocorre predo- 

minantemente no mesângio e nas paredes dos capilares 

glomerulares e com menor intensidade a nível tubular. 

4. O aumento do conteúdo de TGF-S, deve ser, pelo menos em 

parte, secundário a um aumento da produção glomerular de 

TGF-fy, já que um aumento dos níveis de mRNA-TGF-&1 

precedeu a ocorrência de imunorreatividade para este peptídio 

nas células glomerulares. 
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