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RESUMO

A excregdo urinaria de componentes da membrana basal, especificamente
colageno IV e laminina, foi determinada através de “immunoblotting”, e
estudada em ratos Wistar machos, diabéticos-induzido por drogas
(aloxana e estreptozotocina) EV, e comparada a controles, em fungdo do

tempo de doenga.

Estudamos, também, as fungdes renais; glomerular e tubular, avaliando,
respectivamente, clearance de creatinina e de litio. Além disso, aspectos
morfologicos renais foram analisados utilizando-se técnicas de PAS ¢ de
imuno-histoquimica, para colageno IV e laminina, com o objetivo de

verificar possiveis alteragdes da membrana basal.

Assim, pudemos observar excregdes de fragdes urinarias de colageno IV
(88 e 75 kDa) e laminina (108 e 88 kDa), em ambos os modelos de DM,
em todos os tempos estudados. Entretanto, a fragdo de 57 kDa da
laminina, nos animais diabéticos-induzido por estreptozotocina, somente
foi expressa a partir da 5* semana de doenga, enquanto nos diabéticos-

induzido por aloxana sua excregdo foi verificada precocemente (2° dia).

As alteracdes da funcio renal foram semelhantes nos dois modelos, porém
de maneira mais intensa no modelo aloxanico. Dentre elas destacaram-se:
diminuigdo progressiva da taxa de filtrag@o glomerular, aumento da fragio
de excregio de sodio; e, diminuigéo da reabsorgdo proximal deste ion, nio

compensada por aumento da reabsor¢do distal.

Os achados morfologicos evidenciaram espessamento da membrana basal
do capilar glomerular e aumento da matriz mesangial, iniciando-se

precocemente no diabetes mellitus aloxanico.



De acordo com os dados observados neste estudo, concluimos que no
DM induzido por aloxana e estreptozotocina, fragdes urinirias de
colageno IV e laminina podem ser utilizadas como marcadores precoces
de nefropatia diabética. Outrossim, o DM induzido por aloxana promove
alteragbes funcionais renais mais intensas, principalmente tubulares,
quando comparado ao modelo induzido por estreptozotocina; em adigdo,
as alteragdes morfoldgicas observadas pela técnica de imuno-histoquimica

puderam ser correlacionadas as altera¢des bioquimico-funcionais-renais.
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1

INTRODUCAO

1.1

CONSIDERACOES GERAIS

Diabetes mellitus é doenga metabdlica caracterizada por hiperglicemia
decorrente da secre¢do deficiente de insulina, absoluta ou relativa.
Embora o diagndstico € a resposta ao tratamento se estabelegam através
de niveis normais de glicemia, a sindrome caracteriza-se por intensas
alteragdes no metabolismo intermediario, afetando proteinas, lipideos e

carboidratos.

Dentre as manifesta¢des clinicas do diabetes mellitus, destacam-se
politiria e polidipsia secundarias ao estado de hiperglicemia. Esta alteragio
metabolica desencadeia manifestagSes cronicas que acometem a mator
parte dos pacientes, dentre as quais destacamos as decorrentes de lesdes
nervosas (neuropatia), dos pequenos vasos sanguineos (microangiopatia),
tanto em rins (nefropatia) como retina (retinopatia), bem como as

originadas por processos aterogénicos acelerados (macroangiopatia).

O diabetes, com suas complicagdes, encontra-se entre as primeiras causas
de morte em varios paises (SKYLER, 1992). Assim, pacientes diabéticos
possuem risco aumentado para desenvolver doenga arterial, coronariana e
cerebral, e vascular periférica (GINSBERG, 1991). Além disso,
representa causa de mais da metade de todas amputagdes, sendo, também,
a principal responsavel por cegueira adquirida em adultos (JERNELD,
1988). Adicionalmente, constitui importante causa de nefropatia em
estado terminal (BRUNNER et al., 1988).

O grau de hiperglicemia estd diretamente correlacionado a freqii€ncia,

gravidade e velocidade de progressio das complicagdes (DAHL-



1.2

JORGENSEN et al, 1986). Estudos prospectivos tém demonstrado
efeitos benéficos do tratamento intensivo, indicando ser o controle

metabolico fundamental na prevengdo de complica¢des cronicas do
diabetes (REICHARD et al., 1991).

MODELOS EXPERIMENTAIS DE DI4BETES MELLITUS
INDUZIDO

Modelos experimentais aplicados no estudo do diabetes mellitus tém sido
utilizados ha, aproximadamente, um século, fornecendo valiosa
contribuigdo para a elucidacio da etiopatogenia da doenga, resultando no

prolongamento da sobrevida de pacientes.

No diabetes mellitus induzido, agentes quimicos sfo utilizados visando a
producdo de hiperglicemia (MORDERS & ROSSINI, 1981a). Tais
substancias podem ser classificadas em 3 categorias: toxinas célula-
especificas que destroem células B; aquelas desencadeadoras de inibigio
transitéria da secregdio de insulina; ¢, drogas que impedem a a¢do da
insulina, a nivel de tecidos periféricos, promovendo diabetes mellitus por
defeito de receptor (MORDERS, ROSSINI, MILLER, 1981b).

As primeiras s30 as mais empregadas, pois simulam melhor as lesdes que
ocorrem nas células B das ilhotas pancredticas, produzindo diabetes
mellitus de maior duragdo e possibilitando estudos longitudinais. Dentre
elas destaca-se a aloxana, descoberta por DUNN et al. (1943), uma
pirimidina com semelhangas estruturais a0 acido tirico ¢ & glicose. Ela se
liga, instantaneamente, s membranas celulares das ilhotas pancreaticas
produzindo inibigdo, “in vive” e “in vitre”, do mecanismo secretorio de

.....

glucoquinase, através de oxidagio de grupos sulfidril (SH) no receptor de



glicose desta enzima, elemento fundamental na regulacdo da glicemia
sanguinea e insulino-secregdo (MIWA et al., 1984). O diabetes aloxanico
apresenta, portanto, os mesmos sintomas do humano, incluindo perda de
peso, polidipsia, politria, glicosuria, cetoniria e cetoacidose. Esta droga
possui extrema instabilidade quimica em condigdes fisioldgicas, podendo
sofrer alteragBes também com tipo de dieta, idade e espécie de animal
(PATTERSON et al., 1949). Nesse modelo de diabetes induzido nio so
observados processos relacionados 4 auto-imunidade como infiltrag3o

linfo-monocitaria e presenga de auto-anticorpos circulantes.

Outro agente quimico € a estreptozotocina, a 2-desoxi-metil-nitrosuréia-
glucopiranose, composto produzido pelo Strepromyces achromogenes,
possuindo propriedades diabetogénicas através da destruigio seletiva de
células B pancreaticas (JOHANSSON & TIJALVE, 1978). A
diabetogenicidade da estreptozotocina tem sido correlacionada a redugéo
da concentragdo do nucleotideo piridina da ilhota pancredtica, que, por
sua vez, tem propriedade de acumular tal droga em seu interior.
ANDERSON et al. (1974) demonstraram captagdo da estreptozotocina
pelas ilhotas de camundongos, por meio de radioatividade, 15 minutos

apds a administragio de dose diabetogénica.

As N-nitrosuréias, s quais a estreptozotocina pertence, sdo também
instaveis quimicamente, sendo suas acdes carcinogénicas e bioldgicas
devidas & alquilagio de componentes celulares causada por reagdes
intermediarias formadas pela degradag@io desta substincia (JOHANSSON
& TIALVE, 1978). Seu efeito citotoxico decorre da nitrosuréia, que
aumenta a ativagdo da enzima poli(ADP-ribose)sintetase, resultando em
diminui¢do da concentragio de seu substrato NAD (OKAMOTO, 1981;
OKAMOTO, 1985). Os efeitos metabolicos produzidos pela insulinopenia
sdo semelhantes aos da aloxana (LeDOUX et al., 1986).
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Estes agentes podem ser usados em diferentes modelos experimentais, tais

como rato, ¢o e macaco, resultando em diabefes secundario a droga,
com carater insulino-requerente (MORDERS & ROSSINI, 1981).

NEFROPATIA DIABETICA

A nefropatia diabética, constitui importante causa de morbidade e
mortalidade, contribuindo, de forma marcante, para altos custos sociais
nos pacientes portadores de insuficiéncia renal. Dados epidemioldgicos
demonstram que 30 a 40% dos diabéticos insulino-dependentes
desenvolvem  nefropatia, caracterizada por proteinuria persistente,
hipertensdo arterial e perda progressiva da fun¢do renal (ANDERSEN et
al.,, 1983),

Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas que permitam
o entendimento dos mecanismos responsaveis pela nefropatia diabética,
propiciando estratégias de prevengdo, ou, pelo menos, retardo de sua

progressao.

A alteragdo caracteristica da glomeruloesclerose diabética é o
espessamento da membrana basal dos capilares glomerulares e expansio
mesangial com diminuig3o da luz dos capilares e conseqitente interrupgio
do fluxo sanguineo (STEFFES et al., 1989).

A membrana basal glomerular representa barreira seletiva no que diz
respeito 4 carga como ao tamanho das macromoléculas do ultrafiltrado
glomerular. Sua carga elétrica é determinada pela presenca dos acidos
carboxilico e sialico, bem como de glicosaminoglicans, especialmente de

heparan sulfato, que lhe confere carga negativa , fato demonstrado em
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trabalhos  experimentais  através de  analises  bioquimicas
(PARTHASARATHY et al., 1981).

Varias alteragdes foram encontradas na membrana basal glomerular no
diabetes, como aumento na concentragio de glicina, hidroxilisina,
hidroxiprolina e dissacarideos, presentes na por¢do colagena da membrana
{SATO et al, 1975; CANIVET, CRUZ, MOREAU-LALANDE, 1979),
aléem de aumento de laminina e fibronectina (OLGEMOLLER &
SCHLEICHER, 1993). Destaca-se também, diminuigio do conteido de
heparan sulfato, evidenciada através de estudos utilizando modelos
animais (COHEN & SUMA, 1981; BROWN et al,, 1982) e humanos
(PARTHASARATHY & SPIRQO, 1982) que favoreceria o aumento da
permeabilidade a passagem de proteinas, causando proteiniria
(DECKERT et al,, 1989). Na nefropatia diabética, inimeros trabalhos
atribuemn aos fatores hemodindmicos, a causa dos distarbios morfologicos
ou estruturais (HOSTETTER, 1992). Assim, a elevagdo da taxa de
filtragdio glomerular, decorrente do aumento da pressdo capilar tem sido
utilizada como importante fator de risco para desenvolvimento de
glomerulosclerose e proteinuria (MOGENSEN et al., 1984; ZATZ et al.,
1985). A hipertensdo intraglomerular poderia levar ao espessamento da
membrana basal e expansio da matriz mesangial, alteragcBes que
promoveriam redugdo da superficie e velocidade de filtragdo, culminando
na nefropatia clinica caracterizada pela proteiniria persistente
(O’DONNELL, BERTRAM, KEANE, 1988).

Etiopatogenia

As alteragbes hemodindmicas renais representam papel critico na
instalagio e desenvolvimento da nefropatia diabética, podendo estar
presentes em pacientes dtabéticos insulino-dependentes mesmo no inicio
do diagnostico (MOGENSEN, 1971a). Diversas linhas de investigagio



visam descobrir a causa destas altera¢des, tendo os fatores metabolico-

hormonais recebido maior destaque.

A hiperglicemia pode, por si s0, elevar a taxa de filtragio glomerular em
individuos normais (MOGENSEN, 1971b), provavelmente por alteragSes
da autoregulagdo do fluxo sanguineo renal e/ou por liberagio de
substincias vasodilatadoras, como as prostaglandinas (BLANTZ et al,,
1982: KASISKE, O’DONNELL, KEANE, 1985). O controle metabolico
também desempenha pape! importante na hiperfiltragdo glomerular, pois a
reduciio nos niveis de glicemia através de insulinoterapia intensiva, em
diabéticos insulino-dependentes, normaliza esta alteragdo hemodindmica
(WISEMAN et al., 1985a).

A deficiéncia insulinica constitui outra causa de desequilibro
hemodindmico glomerular, Assim, trabalhos utilizando modelo de
diabetes experimental demonstraram que a infuséo de mnsulina em ratos
diabéticos, mesmo com manutengdo de nivets glicémicos elevados,
diminui a pressdo capilar glomerular conferindo, desta forma, agdo direta
da insulina na vasculatura renal, independentemente de seu efeito na
glicemia (SCHOLEY et al, 1989). Receptores insulinicos contidos nas
células mesangiais podem ser a base anatomica para explicar as alteragdes
que ocorrem na contragdo do meséangio glomerular (SCHLONDORFF,
1987). Tal fato, provavelmente decorre da diminuigdo da entrada de
calcio para tais células, resultante da alteragdo da atividade das ATPases
dependentes de Ca™, Na" ¢ K' (LEVY et al, 1988). Este efeito na
reatividade mesangial pode modificar a permeabilidade e filtragdo

glomerulares.

A ativagio da via dos polidis, conseqiiente 4 hiperglicemia, com aciimulo
de sorbitol e diminuicdo de mio-inositol e da atividade de Na'-K’-
ATPase, pode modificar a vasculatura renal. O tratamento com mio-

inositol em animais diabéticos apresentando hiperfiltragdo glomerular,



levou a normalizacio desta alteragdo hemodinidmica, bem como sua
prevengio em ratos com diabetes de inicio recente (GOLDFARB et al,,
1991). Pacientes diabéticos insulino-dependentes, normoalburmnuiricos ¢
hiperfiltrantes, demonstraram redugio na velocidade de filtragdo
glomerular, quando tratados com imbidor de aldose reductase
(PEDERSEN, CHRISTIANSEN, MOGENSEN, 1991).

A hiperglicemia modifica o tempo de duragio de macromoléculas através
da formagdo de produtos de glicosilagdo, ndo enzimatica, avangada. Estes
produtos estimulam diretamente os macréfagos a sintetizarem citocinas
ou fatores de crescimento, levando a alteragdes nos componentes da
matriz extracelular e na permeabilidade vascular (BROWNLEE et al.,
1988; VLASSARA, BROWNLEE, CERAMI, 1986).

Aumento dos niveis de glucagon e hormdnio de crescimento tém sido
relacionados ao diabefes. Estes horménios sio capazes de induzir
aumento na taxa de filtragdo glomerular em individuos normais, quando
administrados em doses compariveis aquelas encontradas em pacientes
diabéticos mal controlados (PARVING et al, 1980; SANDAHL-
CHRISTIANSEN et al., 1981). Entretanto, tais afirma¢des tém sido
questionadas (WISEMAN et al., 1985b).

Varias substincias vasoativas parecem contribuir para o desencadeamento
da altera¢io hemodindmica renal. Assim, a infusfio de anticorpos anti-
fator natriurético atrial em ratos diabéticos resulta em queda da
hiperfiltragio glomerular (ORTOLA et al.,, 1987). Por outro lado, estudos
recentes utilizando diabetes experimental atribuem ao fator de
relaxamento derivado do endotélio, agdo vasodilatadora renal (KING et
al., 1990). KOCH-JENSEN et al. (1986) reforgam o papel dos elementos
vasoativos quando, administrando indometacina para animais diabéticos,
reduzem consideravelmente o fluxo plasmatico renal e a taxa de filtragio
glomerular. Da mesma forma, SCHAMBELAN et al. (1983), estudando
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glomérulos isolados de ratos diabéticos, relatam aumento na sintese
glomerular de prostaglandinas no diabefes experimental. Estes € outros
estudos corroboram o papel das prostaglandinas renais nas alterages
hemodinimicas no diabetes recente (GAMBARDELLA et al., 1988).

No diabetes podem ocorrer distirbios no eixo renina-angiotensina que, a
nivel glomerular, age modulando a passagem de macromoléculas para o
mesingio através da constrigio das células mesangiais. CHRISTLIEB
(1974) utilizando animais diabéticos, demonstrou que a expansio do
volume plasmatico, secundéria a hiperglicemia, provoca queda nos niveis
de renina e alteragio na sintese e conversdo de pro-renina em renina, com
aumento da forma inativa. Também foi relatado haver diminuigdo do
nimero de receptores para angiotensina II nos glomérulos de ratos
diabéticos-induzido por estreptozotocina (BALLERMANN, SKORECKI,
BRENNER, 1984).

A resposta a noradrenalina, tromboxano e calicreinas poderd estar
alterada j4 no inicio do diabetes (TUCK et al., 1987), contribuindo

também para distlirbios na hemodinamica renal.

Portanto, evidéncias indicam que alteragdes precoces na hemodindmica
glomerular podem causar, ou potencializar, os estigios finais da
glomerulopatia diabética, caracterizados por proteinuria, lesdes estruturais
¢ progressiva queda na taxa de filtragio glomerular (HOSTETTER,
1992). Entretanto, a fisiopatologia da nefropatia diabética ainda nfo estd
de toda elucidada, constituindo-se num campo aberto & pesquisa

experimental e clinica.

Alteracoes Estruturais

Na fase inicial do diabetes mellitus ocorre aumento renal devido a

hipertrofia e hiperplasia celular, podendo persistir até o periodo clinico



quando os pacientes ja apresentam sindrome nefrética. Posteriormente, ha
substancial redugdo de tamanho, alcangando o estado de rim terminal

(OSTERBY et al., 1975).

As primeiras alteragbes microscopicas, a nivel glomerular, sio o
espessamento difuso da membrana basal capilar, aumento da matriz e
proliferagio das células mesangiais (SCHLEICHER & OLGEMOLLER,
1992). Esses achados sdo precoces, podendo surgir varios anos antes do
aparecimento da microalbuminiria patolégica, constituindo os marcadores
dos distarbios morfologicos observados na nefropatia diabética em

animais e humanos.

Com a perpetuagdo da hiperglicemia, vdo aparecendo ramuficagdes do
material da membrana basal glomerular entre as células endoteliais,
podendo-se observar lestes difusas, ao microscopio optico, nesta etapa. A
glomerulopatia diabética difusa, descrita por Fahr e Bell em 1942,
apresenta-se como acumulo de substincia amorfa na parede do capilar
glomerular e no mesangio, possuindo propriedade de reagir com o acido
periodico de Schiff (PAS). Posteriormente, essas lesdes comegam a
agrupar-se caracterizando a forma nodular, descrita por Kimmelstiel e

Wilson em 1936, considerada patognomdnica.

Qutras lesGes renais comuns a pacientes diabéticos incluem hialinose
arteriolar glomerular aferente ¢ eferente, além de lesdes exudativas
hialinas, chamadas de cépsulas de fibrina, no espago sub-endotelial e
porgdo interna da capsula de Bowman, chamada de gota capsular

(MAUER et al., 1994).

Podem ocorrer expansio difusa do intersticio renal e espessamento da
membrana basal tubular com a evolugio da doenga para seus estagios

finais.
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Portanto, alteragdes estruturais renais da nefropatia diabética podem ser
iniciadas primariamente por disturbios metabolicos, particularmente
hiperglicemia. Lesdes especificas, tais como expansio da matriz mesangial
¢ espessamento da membrana basal glomerular desencadeiam distirbios
funcionais do nefro, inicialmente aumentando a taxa de filtrago
glomerular, com posterior redugio da superficie de filtragdo, hipertensio
sistémica e insuficiéncia renal (O’DONNEL et al., 1988),

MEMBRANA BASAL

A membrana basal constitui tipo especializado de matriz extracelular que
separa varios tipos celulares do tecido conjuntivo subjacente (VRACKO,
1974; KEFALIDES, ALPER, CLARK, 1979). TODD & BOWMANN
(1857) descreveram-na pela primeira vez como estruturas simples, finas ¢
delicadas, situadas na base das células epiteliais. Inicialmente, o estudo da
caracterizacio da membrana basal foi muito limitado, em decorréncia da
sua natureza insolivel e de sua baixa concentragdo, dificultando seu
estudo bioquimico (TIMPL & MARTIN, 1982). Com o advento de
técnicas utilizando cultura de células, particularmente do tumor de
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de camundongo, foi possivel avangar no
estudo de componentes da membrana basal, pois tal cultura representa
fonte geradora de coldgeno IV, laminina e proteoglicano de heparan

sulfato (TIMPL & MARTIN, 1982),

Heterogeneidade ¢ alto grau de especializagdo so atributos da membrana
basal, cujos constituintes proteicos variam de 20 a 500 nm de espessura
(JOHANNESSEN, 1978, KEFALIDES et al., 1979). Possui atividade
biologica potente, podendo influenciar na diferenciagdo, migragdo e
fendtipo celular, tendo papel relevante no crescimento € reparo teciduais.

E responsavel pela ancoragem de células  adjacentes,
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compartimentalizagfio e preservagdo da citoarquitetura, além de funcionar
como barreira para a filtragio de macromoléculas (BOSMANN et al.,
1993). Estudos recentes demonstram que a membrana basal modula
informagGes entre as c€lulas com as quais interage, através de suas
delicadas estruturas, e possiveis variagdes espaciais e temporarias de seus
componentes. Esses componentes sio produzidos e depositados pelas
células adjacentes, através de interagbes com receptores celulares
especificos, permanecendo ligados 4 matriz extracelular (TEIMPL, 1989,
BOSMANN et al., 1989).

A membrana basal, observada através de microscopia eletrdnica,
apresenta 3 camadas: ldmina licida ou rara, ldmina densa e “mars
Jbroreticularis” (LEBLOND & LAURIE, 1986).

A ldmina rara (ou licida) é adjacente a membrana celular, sendo reluzente
por apresentar baixa densidade. A 1dmina densa, elétron-densa, justaposta
4 rara, representa a camada mais evidente. Ambas possuem espessura
semelhante (40 a 60 nm), podendo a mesma variar de acordo com os
tecidos e espécies correspondentes (INOUE & LEBLOND, 1988). A
“pars fbroreticularis” ¢é formada de fibras reticulares, microfibrilas e
fibrilas sustentadoras, situando-se entre a [dmina densa e tecido

conjuntivo.

Fazem parte da composigdo da membrana basal os seguintes elementos:
colageno tipo IV, laminina, entactina ou nidogénio, proteoglicano de

heparan sulfato ¢ fibronectina (YURCHENCO & SCHITTNY, 1990).

O colageno IV é considerado o maior componente estrutural das
membranas basais. Cada molécula de colageno IV € composta de 3
cadeias, as quais podem ser divididas em 3 dominios: 7S, uma cadeia
colagena amino-terminal (N-terminal), um dominio coldgeno maior na

regido média, e NC-1, dominio ndo-colageno globular com cadeia
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carboxi-terminal, Os trimeros das cadeias a sdo organizados em forma de
triplas hélices nos dominios 7S e colageno maior, enquanto no dominio
NC-1 cada cadeia é envolta por estrutura globular, estabilizada por
ligagdes dissulfidicas. Assim, na cadeia C-terminal, cada molécula contém
um glébulo, podendo fundir-se com o globulo de outra molécula,
enquanto na N-terminal cada molécula pode ligar-se a 3 outras resultando
no chamado colageno 78 (JOHANSSON et al,, 1992). Estudos utilizando
membrana basal glomerular bovina, evidenciaram 4 tipos de estruturas
monoméricas com peso molecular ao redor de 27 kDa, identificadas como
Mla, MIlb, M2 e M3. A anilise bioquimica dos dois primeiros
mondmeros mostraram que eles estavam presentes no segmento o € o
do dominio NC-1, enquanto os mondmeros M3 e M4 faziam parte de 2
novas cadeias chamadas de a; e oy, respectivamente (DESJARDINS et
al., 1990). Sabendo-se que o colageno tipo IV tem como fungédo principal
a formagdo de estruturas de sustentagiio, a diversidade de seus
componentes pode explicar a heterogeneidade dos arranjos estruturais das

membranas basais e, conseqiientemente, suas caracteristicas funcionais.

A laminina é o componente nfo colageno mais abundante da membrana
basal ¢ o melhor caracterizado. Esta glicoproteina tem peso molecular de
900 kDa, apresentando estrutura em forma de cruz composta de um brago
longo (77 nm) e 3 bragos curtos (37 nm), com dominios terminais
globulares. Ela foi isolada e identificada por CHUNG et al. (1979),
constituindo-se de 3 cadeias polipeptidicas: A (400 kDa), Bl e B2 (220
kDa) ligadas entre si por pontes dissulfidicas (ENGVALL, 1993). Tem a
propriedade de ligar-se ao coligeno IV “in viro” na presenga de
nidogénio (AUMAILLEY et al., 1989), apresentando potencial ligagdo
com o proteoglicano de heparan sulfato no segmento C-terminal da cadeia
A. Dentre suas principais fungdes destacam-se adesdio, crescimento,
motilidade e diferenciagdo celular, além da capacidade de interagir com
células e modular o comportamento celular (BECK, HUNTER, ENGEL,

1990). A laminina pode ainda ligar-se as células através de receptores
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pertencentes a familia das integrinas, incluindo interagdes com
proteoglicano de heparan sultato e fosfolipideos (SONNENBERG et al.,
1990).

A entactina, também denominada de nidogénio (TIMPL et al., 1983), foi
isolada e identificada por CARLIN et al. (1981). Apresenta peso
molecular de aproximadamente 150 kDa, possuindo grande capacidade de
ligagio celular, além de papel fundamental na sintese da membrana e

remodelac¢do tecidual, na embriogénese e cicatrizagdo (WEBER, 1992).

O proteoglicano de heparan sulfato foi recentemente isolado da
membrana basal glomerular (KANWAR & FARQUHAR, 1979,
PARTHASARATHY & SPIRO, 1981) e do tumor EHS (HASSEL et al,,
1980). Como outros proteoglicanos contém inimeras cadeias de
glicosaminoglicanos ligadas de forma covalente as cadeias heparan
sulfato, conforma¢iio que confere a membrana basal propriedades de
filtragio seletiva dependente de carga e ataque celular. Esta presente em
varias membranas basais, tendo peso molecular que varia de 500 kDa a
1.000 kDa. As cadeias heparan sulfato, quando liberadas por protedlise
dos proteoglicanos, possuem peso molecular médio de 70 kDa, indicando
que a molécula intacta contém 6 a 12 dessas cadeias (TIMPL &
MARTIN, 1981).

A fibronectina ¢ glicoproteina adesiva, com peso molecular de 450 kDa,
estando presente nas superficies celulares, matrizes extracelulares, plasma,
liquido amnidtico e liquor (HYNES & YAMADA, 1982). Existem 2 tipos
de fibronectina, plasmatica e celular, as quais sdo muito semethantes em
composi¢io e atividades biologicas. Dentre suas inumeras fungdes,
destacam-se adesdo e propagacio celular a substratos solidos, como, por
exemplo, plastico, gelatina, colageno e fibrina (KLEINMAN, KLEBE,

MARTIN, 1981). Transformagio oncogénica, hemostasia e trombose,
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migragdo celular e diferenciagio embrionaria sdo outras atividades por ela

desenvolvidas (HYNES e YAMADA, 1982).

MEMBRANA BASAL DA MATRIZ GLOMERULAR:
ESTRUTURA E FUNCAO

A membrana basal glomerular representa barreira seletiva do glomérulo,
relativa a carga ¢ tamanho, restringindo a passagem de proteinas
plasmaticas. Estudos experimentais demonstram que macromoléculas sdo
retidas na luz dos capilares glomerulares devido ao seu tamanho, forma e
carga elétrica (DEEN, BOHRER, BRENNER, 1979). A fungio seletiva
das paredes dos capilares glomerulares permite restrigo quase completa
das proteinas de alto peso molecular e da albumina; contudo, proteinas de
baixo peso molecular sio filtradas livremente e reabsorvidas a nivel

tubular (TOJO & HITOSHI, 1992).

Embora o glomérulo renal possua 3 matrizes extracelulares distintas,
todas sio compostas por elementos da membrana basal. A primeira,
chamada capsula de Bowman, consiste de matriz formada por dupla
camada de membrana, a qual repousa sobre tecido conectivo intersticial
pericapsular. O mesingio, representando a segunda matriz, contém
praticamente, s6 matriz de membrana basal, a qual ndo € organizada como
estrutura laminar comum a outros tecidos. E, a terceira, encontrada nas
algas capilares glomerulares, constitui-se numa das membranas basais mais

intensamente estudadas.

Todas as membranas basais contém colageno, glicoproteinas e
proteoglicanos; porém, suas organizagdes especificas alteram-se de
acordo com os tecidos onde se encontram. O colageno IV representa
verdadeiro citoesqueleto da membrana, caracterizando a lamina densa,

sendo, por sua vez, ladeada por camadas distintas: ldmina rara interna e
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externa. Esta contém proteoglicano de heparan sulfato ligando-se a
proteinas, tais como, laminina, entactina e outras glicoproteinas
(SCHLEICHER & OLGEMOLLER, 1992).

Trabalhos utilizando técnica de imuno-histoquimica, revelaram
distribuigdo heterogénea das cadeias de colageno IV na membrana basal
glomerular e matriz mesangial (KIM et al., 1991). Assim, haveria pelo
menos 2 tipos diferentes de moléculas de colageno IV: uma, composta de
cadeias classicas, oi(IV) e a2(IV), e outra contendo as cadeias ¢3(IV) e
o4(IV). As primeiras encontrar-se-iam na matriz mesangial, capsula de
Bowman e membrana basal tubular, enquanto as udltimas seriam
caracteristicas da membrana basal glomerular (KIM et al., 1991). As
provaveis explicagbes para esses achados seriam atribuidas a diferentes
locais de sintese, mecanismos de regulagio independentes € vias
degradatorias distintas. Entretanto, ainda ndo se conhecem as verdadeiras
implicagSes de tais fatos nas possiveis alteragdes morfologicas, estruturais

e funcionais da nefropatia diabética.

A matriz mesangtal glomerular normal contém, além de colageno IV, os
colagenos V e VI, porém, nfo demonstra colagenos I e III, componentes
classicamente conhecidos como fibrilares. Trabathos feitos com culturas
de células mesangiais de rato evidenciaram produgdo destes ultimos
componentes, com predominio do colageno I (ISHIMURA, STERZEL,
BUDDE, 1989). Essa aparente discrepdncia de dados entre componentes
presentes no glomérulo normal e expressio de colageno em cultura de
células mesangiais, corroboram a hipdtese de que o mesingio apresenta,
“in vivo”, potencialidade para sintetizar elementos relacionados a
processos de cicatrizagio ou esclerose (HARAISON, JACBSON,
HOOVER, 1987).

Outro componente da membrana basal glomerular ¢ a laminina,

encontrada quase que totalmente ligada & entactina (nidogénio), sendo
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constituida por 3 cadeias diferentes: A, B1 e B2, apresenta estrutura {nica
em forma de cruz, que the confere capacidade de ampla interagdo celular
(COUCHMAN, BEAVAN, McCARTHY, 1994).

A fibronectina consiste de glicoproteina também presente em diversas
membranas basais, especialmente nas matrizes mesangiais e da capsula de
Bowman. Sua presenga na membrana basal glomerular € controversa,
porém, parece existir em pequenas quantidades sendo de origem
plasmitica (OBERLEY & MURPHY-ULLRICH, 1989). Além de
poderem interagir com proteoglicanos e coligenos das matrizes
extracelulares, muitos dominios da fibronectina podem ligar-se a
receptores de superficie celular. Essas interagdes podem modular o
comportamento  celular através de eventos com  sinalizagdo

transmembrana.

O proteoglicano de heparan sulfato constitul outro importante elemento
da membrana basal renal. Ele compreende 3 cadeias laterais de heparan
sulfato covalentemente ligadas & cadeia polipeptidica monomeérica, com
alto peso molecular (467 kDa), obtidas de linhagem celular de
fibrossarcoma humano (KALLUNKI & TRYGGVASON, 1992). As
cadeias laterais sulfatadas formam a barreira anibnica da unidade de
filtragio glomerular, desde que administragio de anticorpos monoclonais
dirigidos contra heparan sulfato, em ratos, resulta em albuminuria (van
den BORN et al., 1992). QOutra comprovagio deste papel foi fornecida
através de estudos utilizando tecidos renais humanos, onde a digestdo
especifica das cadeias de heparan sulfato levam & penetragio de proteinas
anidnicas, como albumina e ferritina, para dentro da membrana basal
glomerutar (SCHLEICHER et al., 1989). Ligacdo e seqiiestro de fatores
de crescimento, além de adesdo celular, sio exemplos de outras
importantes fungdes desse proteoglicano. SAKSELA & RIFKIN (1990)
utilizando cultura de células endoteliais, demonstraram que o fator de

crescimento de fibroblasto podia ligar-se fortemente ao heparan sulfato.
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1.6

Desde que esse fator de crescimento exerce relevante papel nas doengas
renais proliferativas, essa propriedade do proteoglicano renal merece

destaque especial.

A Tabela 01 (pag. 18) resume a estrutura e fungio dos componentes da

matriz extracelular glomerular e suas propriedades moleculares.

ALTERACOES ESTRUTURAIS, BIOQUIMICAS E FUNCIONAIS
DA MATRIZ GLOMERULAR DIABETICA

As alteragdes morfoldgicas mais representativas da nefropatia diabética
humana sdo espessamento da membrana basal glomerular e expansdo da
matriz mesangial. Desta maneira, inimeras linhas de investigagdo,
utilizando métodos imuno-histoquimicos, apontam o valor do aumento da
deposigio de componentes da matriz extracelular na patogénese da

alteragio renal no diabefes.

NERLICH & SCHLEICHER (1991) demonstraram, através de técnica de
imuno-histoquimica e anticorpos monoclonais contra ©0s Vvarios
componentes da membrana basal, alteragdes na matriz extracelular

durante o desenvolvimento da nefropatia diabética.

Rins diabéticos com lesdes leves (glomerulosclerose difusa inicial)
apresentam aumento na intensidade de reagdio para todos elementos da
membrana basal, exceto para proteoglicano de heparan sulfato; esse
aumento tende a progredir com a piora da nefropatia, especialmente com
relaciio as cadeias oy e o, do colageno IV na matriz mesangial (KIM et
al., 1991).
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Observam-se, também, maior padrio de coloragdo para o colageno V e
auséncia de proteoglicano de heparan sulfato mesangial. As cadeias o e
s do colageno IV mostram intensa reagdo de coloragio na membrana

basal glomerular espessada.

Contudo, na fase mais avan¢ada da nefropatia, quando ha lesSes
nodulares mais pronunciadas, verifica-se diminuigio de coloragio das
cadeias o e O, laminina ¢ fibronectina. Esses componentes, acrescidos de
colageno III, aparecem apenas na periferia dos nodulos, enquanto nas
areas hipocelulares centrais ocorre predominio de colageno V (NERLICH
& SCHLEICHER, 1991). E importante ressaltar que colageno I nfo esta
presente nas fases de lesdes difusas ou nodulares; esse fato determina
diferenga marcante entre o processo de nefropatia diabética e o
teparativo, dado que durante a cicatrizagdo ambos, colageno I e III, sdo
sintetizados. Desta forma, durante o desenvolvimento da nefropatia
diabética ocorre aumento de coldgeno V, cadeias o; e o, de colageno 1V,
laminina e fibronectina. Por outro lado, em estagios precoces da doenga,
ha diminui¢do de proteoglicano de heparan sulfato. Presenca de colageno
1II na fase de glomerulosclerose difusa, com aumento progressivo na fase
nodular, e auséncia de tal componente em glomérulos normais, sdo fatos
que poderiam refletir irreversibilidade desse processo patologico renal
(OLGEMOLLER, 1993).

Recentemente, MAKINO et al. (1993) utilizando microscopias eletrdnica
de alta resolugdo e imunoeletronica, descreveram importantes alteragSes
ultraestruturais da matriz extracelular glomerular renal de pacientes com

nefropatia diabética.

Dentre os achados, destacam-se: diminuicdo de densidade das particulas
imunodetectadas para colageno IV e proteoglicano de heparan sulfato,

aumento do nimero absoluto de tais particulas para coligeno IV e maior
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freqiéncia e didmetro de poros da membrana basal glomerular. Portanto,
a diminuicio de densidade e redistribuigio dessas macromoléculas
poderiam contribuir para perda da barreira seletiva da membrana basal,

desencadeando nefropatia diabética.

Assim, estudos ultraestruturais, imuno-histoquimicos e bioquimicos,
utilizando modelos animais e humanos, objetivam maior entendimento das
alteragdes, qualitativas e quantitativas, que ocorrem durante o
desenvolvimento das complicagBes diabéticas. Aumento de “turnover” e
sintese de todos os componentes da matriz extracelular glomerular,
exceto proteoglicano de heparan sulfato, associado a alteragdes
enzimaticas, tais como diminuigdo da atividade da protease lisossomal
(SCHAFER et al, 1992), constituem provaveis mecanismos

desencadeadores da nefropatia diabética.

Estudos epidemiologicos apontam papel da hiperglicemia no
desencadeamento da doenga renal no diabetes mellitus (LARKIN &
DUNLOP, 1992), Sio 3 os principais mecanismos bioquimicos
envolvidos nesse processo: acdo direta da hiperglicemia nas células,
glicosilagdo ndo-enzimatica das proteinas da matriz extracelular e via de

poliois.

Na primeira possibilidade, a concentragio elevada de glicose determinaria
alteracdes na composigio da membrana basal, teoria suportada por
inGmeros trabalhos. Desta forma, LEDBETTER et al. (1990)
demonstraram aumento dos niveis de RNA mensageiro (mRNA) para
cadeia o, de colageno IV em rins de ratos diabéticos, utilizando técnica de
“immunoblotting”. Estudos envolvendo cultura de células mesangiais de
ratos diabéticos evidenciaram que a exposi¢io prolongada a altas
concentragdes de glicose levam ao aumento da sintese de colageno IV,
laminina e fibronectina (HANEDA et al., 1991). Além disso, células

mesangiais expostas a hiperglicemia sintetizam menos proteoglicano de
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heparan sulfato (OLGEMOLLER et al, 1992). Elevacdo dos niveis de
mRNA glomerular da cadeia oy do colageno IV e das cadeias Bl ¢ B2 da

laminina foi demonstrada em 2 trabalhos independentes, utilizando rins de
ratos diabéticos (FUKUI et al,, 1992; LEDBETTER et al,, 1990). Essas
modificacdes precedem o espessamento da membrana basal, podendo ser
revertidas com a normalizacio da glicemia, através de insulinoterapia.
Torna-se claro, que a sintese aumentada do colageno IV, laminina e
fibronectina representa alteragdo bioquimica correlacionada ao
desencadeamento de expansio da matriz mesangial e espessamento da

membrana basal glomerular observadas histologicamente.

No segundo mecanismo fisio-patologico, a glicosilagdo néo-enzimatica
das proteinas da matriz extracelular glomerular, decorrentes de niveis
elevados de glicemia, promoveriam complicagdes renais tardias.
BROWNLEE, CERAMI, VLASSARA, (1988) demonstraram que a
extensdo da glicosilagdo € dependente da concentragéo de glicose ¢ da
meia-vida das proteinas envolvidas no processo em questdo. Numerosos
trabalhos, estudando varios tecidos de individuos diabéticos e ndo-
diabéticos, mostram que o nivel de glicose ligada de forma ndo enzimatica
estd aumentado em vasos arteriais, membranas basais glomerulares,
tecidos conjuntivos e nervos periféricos, existindo correlagéo direta entre
intensidade e extensdo de complicagdo e quantidade de glicosilagdo de
proteinas  (VOGT, SCHLEICHER, WIELAND, 1982). O
desenvolvimento das complicagdes diabéticas também pode ser explicado
pela formagio de “produtos finais de glicosilago avancada”. Esses
produtos sdo resuitado da glicosilagdo de proteinas com vida-média
longa, onde residuos glicosilados lisil reagem com grupos aminos livres,
formando ligagdes nio fisioldgicas. Com isso, ocorre a sintese e secregéo
de citocinas como fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 (IL-1) e
fator de crescimento-1 (IGF-1), quando esses produtos finais se ligam a
receptores especificos identificados em macrofagos (VLASSARA,
BROWNLEE, CERAMI, 1986). Essas citocinas podem aumentar a
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sintese de componentes da matriz extracelular e alterar a permeabilidade
vascular. Recentemente, DOI et al. (1992) identificaram agdo dos
produtos finais de glicosilagio em células mesangiais de camundongos,
através de fator de crescimento derivado de plaquetas, promovendo
sintese celular aumentada de colageno 1V, laminina e proteoglicano de
heparan sulfato. Por outro lado, ratos diabeticos submetidos a
administragdo de aminoguanetidina, componente inibidor da formagéo de
produtos finais de glicosilagdo, apresentam menor comprometimento de
suas paredes arteriais, quando comparados a controles ndo tratados
(BROWNLEE et al., 1986).

O ultimo processo envolve a participagio do sorbitol intracelular,
decorrente da hiperglicemia crénica. O acumulo de sorbitol ocorre em
varios tecidos, dentre eles, neurdnios periféricos, cristalino e tubulos
renais, como demonstrado em ratos diabéticos-induzido por
estreptozotocina (SCHMOLKE, SCHLEICHER, GUDER, 1992). A
teoria da deplegdo de inositol, sugerida por GREENE (1988), sugere que
os danos teciduais sejam decorrentes da diminuigdo da captagio de mio-
inositol, embora essa captagdo seja inibida, de forma competitiva, pela D-
glicose, e, de forma ndo competitiva, pelo sorbitol intracelular
hiperosmolar (LI et al., 1986). Estudos recentes mostram que tais células
podem contraregular a deplegio de inositol. Portanto, ainda niio existe
consenso firmado de que o aumento do sorbitol intracelular seja causa de
alteragdes funcionais teciduais no diabetes mellitus. McCALEB et al.
(1991) questionaram essa teoria quando, apés tratar por 6 meses ratos
diabéticos com inibidor de aldose-reductase, ndo obtiveram queda
significativa da excregdo de albumina urindria, sugerindo que outros
mecanismos bioquimicos devam estar contribuindo para a glomerulopatia

diabética.

Finalmente, o fator genético pode estar envolvidlo na génese da

glomerulosclerose diabética, uma vez que nem todos os pacientes
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portadores de diabetes apresentam tal complicagio. Polimorfismo de
enzimas relacionadas ao metabolismo da matriz extracelular, pode ser a
causa principal para tal variagio na susceptibilidade genetica em
desenvolver albumintiria e outras complicagdes associadas (DECKERT et
al., 1991). De acordo com essa teoria, pacientes diabéticos portadores de
isoenzimas envolvidas na sintese de proteoglicano de heparan sulfato,
sensiveis ao mau controle metabdlico, evoluiriam para nefropatia
diabética; por outro lado, os portadores de isoenzimas menos vulneraveis,
seriam protegidos de tal complicagio. Esse mesmo estudo evidenciou
diminuigiio da sintese desse proteoglicano somente em fibroblastos de
pacientes com albuminiria. Na teoria patogenética postulada por
ROHRBACH et al. (1982), a redugdo do proteoglicano de heparan
sulfato glomerular desencadearia aumento de material extracelular,
culminando com espessamento da membrana basal. Estudos bioquimicos
apontam para o fato de que a hiperglicemia estimula a sintese de
fibronectina, laminina e colageno IV através de agdo direta nas células
mesangiais ou via formagio de produtos finais de glicosilagdo nao
enzimética. Além disso, niveis de glicose aumentados produzem citocinas
que contribuem para desequilibio do metabolismo proteico da matriz
glomerular, Células mesangiais podem sintetizar grandes quantidades de
diacilglicerol (DAG), intermediario do metabolismo de glicerolipides,
quando submetidas a altas concentragdes de glicose; esse composto
participa da ativagfio da proteina quinase C, enzima chave na transdug&o
de sinais extracelulares recebidos pelas células, tais como, fatores de
crescimento, horménios, drogas, etc, além de promover outras fungdes

celulares, como a de proliferagio.

AYO et al. (1990) demonstraram que células tratadas com andlogo de
DAG aumentavam significativamente as quantidades de fibronectina,
laminina e colageno IV, via ativagdo da proteina quinase C. Outro
mecanismo envolvido na proliferagio mesangial refere-se ao aumento da

sintese e expressio endogena do fator transformador de crescimento-f3
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1.7

(TGF-B), em condigdes de hiperglicemia (WOLF et al., 1992). Tal fator
induziria a secregio de proteinas da matriz glomerular, levando &
expansio mesangial e ao espessamento da membrana basal.
Paralelamente, a formagdo de produtos finais de glicositagio enzimética,
ap6s exposigio prolongada & hiperglicemia, acarretaria em secregdo de
citocinas; estas, por sua vez, aumentariam- a sintese de material
extracelular. Entreianto, nenhuma dessas possibilidades explica a

diminui¢io do contetido de heparan sulfato observado nos diabéticos.

Muitos estudos ainda serdo necessarios para que possam ser esclarecidos
todos os mecanismos responsaveis pelas complicagdes cronicas do
diabetes mellitus. Porém, a hiperglicemia continua sendo a principal
causadora de tais eventos. Conseqiientemente, terapéuticas relacionadas a
normalizagio do metabolismo alterado da glicose, como inibidores da via
de polidis e da formagdo de produtos finais de glicosilagdo, tém-se
destacado na prevengdo, e provavel tratamento, da microangiopatia

diabética.

CORRELACOES MORFO-FUNCIONAIS DA NEFROPATIA
DIABETICA

O espessamento da membrana basal, detectavel apos 2 anos de diabetes, é
geralmente uniforme, envolvendo, primariamente, a limina densa
(MAUER et al, 1984). Inumeros estudos reforgam a heterogeneidade
estrutural da matnz extracelular glomerular, indicando que as alteragdes
dos componentes de membrana basal na nefropatia diabética sio local-
especificos. Assim, cadeias o3 ¢ o4 de colageno IV tém sua expressio
aumentada ao longo de todo processo de instalagdo da complicagio,
permanecendo em estagios avangados da doenga, enquanto cadeias o €

o, apresentam intensidade de reagiio diminuida a imuno-histoquimica na
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parte interna (endotelial) da membrana basal glomerular (KIM et al,
1991). Semelhantemente, proteoglicano de heparan sulfato encontra-se
reduzido na porgio subepitelial da membrana, em fases muito tardias,
quando os pacientes ja apresentam proteinuria; esse componente mantém-
se preservado nos estigios precoces e intermediirios (normo ou

microalbuminuria) do diabetes (VERNIER et al., 1992).

Esses dados fortalecem a teoria de que alteragbes estruturais de células
epiteliais somente ocorram na presenga de mudangas estruturais
avancgadas do diabetes, como expansio mesangial (ELLIS et al,1987).
Adicionalmente, espessamento da membrana basal glomerular ndo
associa-se com alteragdes especificas dos componentes da matriz
extracelular glomerular; porém, lesdes tardias estdo relacionadas com
aumento ou diminuicio de alguns desses componentes. MAUER (1994)
coloca questdo conceitual na discussdo da nefropatia diabética, quando
diferencia fatores ligados & progressio e & génese da doenga. Assim,
alteragBes tardias estariam envolvidas com a evolugdo da complicagio,
enquanto as precoces, como espessamento da membrana basal,
correlacionar-se-iam mais estreitamente com a génese da doenga renal no

diabetes.

Com relagio ao mesingio, sabe-se que aproximadamente 2/3 de sua
expansdo é conseqiiente a acumulo de matriz, ficando o restante como
secundario ao aumento e/ou multiplicagio celular (STEFFES et al,
1992), e que, inicialmente, 0 mesingio expandido contém quantidades
elevadas de antigenos no usuais a ele (FALK et al., 1983). Ao contrarto,
na expansio mesangial avangada (glomerulosclerose difusa) ocorre
diminuigio das cadeias a; ¢ oz de colageno IV e de laminina, com

aumento de deposigio dos colagenos I e IT (KIM et al., 1991).

A expansio do mesingio é conseqiiente 20 aumento absoluto e relativo

do volume da matriz mesangial, estando intimamente ligada a fungéo renal
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na nefropatia diabética. Existe correlagio inversa entre fragdo de volume
mesangial e taxa de filtragio glomerular (MAUER et al.,, 1984),
provavelmente por comprometimento estrutural  dos capilares
glomerulares. A superficie de filtragdo glomerular inclui 3 componentes:
membrana basal, célula endotelial e interface da célula epitelial; nao
existindo nenhuma pax‘riciﬁaq;iio mesangial nesse processo. Como o
volume relativo do glomérulo ocupado pelo mesangio aumenta, ha
diminui¢do, também relativa, da superficie de filtragio da parede capilar
periférica. Por conseguinte, a soma dessa filtragdo por unidade glomerular
¢ diretamente proporcional 4 taxa de filtragio glomerular (OSTERBY et
al., 1988).

A progressio da expansio mesangial associa-se, freqlientemente, a
manifestagbes da nefropatia declarada, como diminuigio da taxa de
filtragdo glomerular, proteindria e hipertensio. Contudo, 25% dos
pacientes com essas alteragdes ndo mostram elevagio da pressdo arterial
(MAUER et al, 1984). Por outro lado, pacientes diabéticos insulino-
dependentes, com graus discretos e/ou moderados de expansao mesangial,

podem apresenta-la.

Excrecio de albumina urinaria constitui fator preditivo relevante no
desencadeamento da hipertensio arterial e neffopatia declarada,
estabelecendo limite entre a fase passivel de tratamento com reversdo do
quadro e a irreversivel (CHAVERS et al., 1989; STEFFES et al., 1989).
Essa alteragio renal pode ser consegiiente a distirbios hemodinamicos
(HOSTETTER et al.,, 1982), e/ou desordens bioquimicas na composigio
da membrana basal glomerular, resultando em perda da barreira seletiva
de carga (CHAKRABARTI et al., 1989).

Gambaro et al. (1992) demonstraram que alteragdes renais, tanto

morfologicas quanto funcionais, podiam ser prevenidas pela administragdo

de glicosaminoglicanos; assim, ratos diabéticos, sem insulinoterapia,
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acompanhados por 8 meses sob essa intervengdo, ndo manifestavam
espessamento de membrana basal, diminuigio de carga anidnica,
hiperfiltra¢do glomerular ou microalbuminina. Portanto,
glicosaminoglicanos devem ter outro mecanismo de agdo, além da
manutengio de carga anidnica, para explicar o nio aparecimento de
complicagdes (morfologicas e hemodindmicas), uma vez que o fator

hiperglicemia esteve presente em todo o tempo do experimento.

A membrana basal tubular renal também sofre alteragdes decorrentes da
hiperglicemia. Essas podem ser divididas em 2 fases: precoce e tardia. Na
precoce, ocorre hipertrofia tubular ¢ aumento de sintese de varios
componentes da matriz extracelular. SEYER-HANSEN, HANSEN,
GUNDERSON, (1980) identificaram aumento do comprimento, do
volume celular e do didmetro da luz do tibulo proximal renal em modelo
animal de diabetes, ja no 4° dia de instalagio da doenga. Posteriormente,
estudos “in vitro” indicam elevagdo da produgio de colageno IV, com
envolvimento de mecanismos como glicosilagdo ndo-enzimética das
proteinas e via dos poliois, além de espessamento da membrana basal
tubular. WEIL, NOZAWA, KOSS, (1976) observaram vacuolizagdo,
corpusculos mieloides e dilatagdo de reticulo endoplasmatico em células

tubulares proximais de ratos diabéticos-induzido por estreptozotocina.

Recentemente, alguns trabalhos destacam a importancia da presenga de
distarbios na reabsorg3o tubular renal na nefropatia diabética, incluindo o
aparecimento de proteinas de baixo peso molecular (KANEDA & IWAQ,
1992: CHOUINARD, VIAU, GRESELIN, 1992a). Essas proteinas sdo a
N-acetil glucosaminidase f, galactosidase B, aminopeptidase alanina, 8, °
microglobulina e desidrogenase latica. CHOUINARD, VIAU,
GRESELIN (1992a) verificaram aumentos significativos de tais elementos
em urina de ratos tornados diabéticos, a partir da 1* semana de doenga.
Essa disfungdo tubular ocorre em fase precoce de nefropatia, na auséncia

de alteragdes glomerulares, uma vez que microalbuminiria nio encontra-
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se presente. O aparecimento de proteiniria tubular poderia indicar
diminuigdo da capacidade reabsortiva proximal renal, constituindo teste

sensivel para detecgfio de alterag@o tubular em ratos (VIAU et al., 1986).

O emprego de meétodos radio-imuno-quimicos possibilitou a avaliagio do
estudo metabdlico da membrana basal, através da quantificagdo das
concentragdes urinarias e séricas de seus componentes, como ¢oldgeno IV
e laminina (RISTELI et al, 1982; PIETCHMANN et al, 1988;
MATSUMOTO et al., 1990). HOGEMANN et al. (1986) demonstraram
aumento dos niveis séricos de colageno IV e laminina em pacientes
portadores de dfabetes quando comparados a grupos controle.
Concentragdes séricas aumentadas de laminina também foram
evidenciadas na nefropatia diabética avangada (PIETCHMANN et al.,
1988). RISTELI et al. (1982) verificaram aumento das concentra¢Ges
séricas de colageno IV e laminina, através de técnica de
radioimunoensaio, em ratos diabéticos-induzido por estreptozotocina,
decaindo para valores proximos aos normais apos insulinoterapia.
Adicionalmente, estudos relacionados & microangiopatia diabética,
evidenciaram aumento dos mesmos componentes de membrana basal,
tanto sérico quanto urinario, em pacientes controle e diabéticos,
correlacionando-os com diferentes estagios da nefropatia diabética
(HAGASHI, MAKINQ, OTA, 1992).

Portanto, niveis séricos e urinarios de colageno IV e laminina poderiam
servir como marcadores de possiveis alteragdes de membrana basal no
diabetes mellitus, auxiliando no diagnostico precoce de complicagdes

diabéticas.

Contudo, ndo ha na literatura referéncia disponivel sobre demonstragio de
alteragdes e possivets diferengas, na excrego urinaria de componentes de

membrana basal, em animais diabéticos-induzido por drogas, em fungdo
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1.8

do tempo de doenga, como indicador de progndstico no diabetes mellitus,

sugertdo por HAGASHI et al. no diabetes em humanos.

JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

AlteragGes morfologicas, bioquimicas e funcionais da membrana basal tém
sido demonstradas em varios 0rgdos e tecidos no diabetes experimental e
humano. Estudos bioquimicos e imuno-histoquimicos objetivam
caracterizar as mudangas ocorridas nos componentes de membrana basal,
especialmente a glomerular, destacando-se: coliageno IV, laminina,

proteoglicano de heparan sulfato e fibronectina.

Além disto, existe possivel correlagio cronologica entre a alteragdo desses
componentes e o aparecimento de mudangas estruturais ¢ hemodinimicas,

desencadeando complicagdes diabéticas, como a nefropatia.

Desta forma, o diabetes induzido por drogas constitui um dos muitos
modelos utilizados para melhor elucidagio de tais mecanismos
patolégicos, contribuindo como valiosa ferramenta na procura de fatores
progndsticos concretos, bem como eventuais intervengdes precoces que
visam impedir 0 aparecimento das temiveis complicagdes cronicas do

diabetes mellitus,
Assim, o trabalho téve como principais objetivos:

1) Identificar presenga de colageno IV e laminina excretados na urina de
animais diabéticos-induzide por drogas (aloxana e estreptozotocina), em

funcio do tempo de doenga.

2) Estudar e caracterizar tais componentes urinarios, verificando se eles

5830 08 mesmos em ambos 0s modelos.
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3} Utilizar esses componentes excretados na urina como marcadores de

progndstico de complicagdes no diabetes mellitus.

4) Estudar fungdo renal, glomerular e tubular, na evolugio da nefropatia

diabética, comparando-a nos 2 modelos empregados.

5) Verificar possiveis correlagdes morfo-bioquimico-funcionais renais
envolvidas nos processos de instalagio e desenvolvimento do diabetes

induzido por drogas.
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ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Os animais utilizados eram da linhagem Wistar-Hannover (WH), machos,
com idade acima de 8 semanas, pesando, preferencialmente, entre 150 e
200 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).

DROGAS DE INDUCAQ DE DIABETES MELLITUS

Aloxana (Sigma, cat. A: 8128)

Estreptozotocina (Sigma, cat. S: 0130}

Controle (Solugio Salina Estéril)

PROTOCOLO DE INDUCAO DE DIABETES MELLITUS

Apos jejum de 16 horas, os animais eram injetados com aloxana na dose
de 50 mgkg/peso/rato, ou estreptozotocina na dose de 70
mg/kg/peso/rato, homogeneizadas em solugdo de citrato, pH 4,5, por via
endovenosa (EV).

31



24

2.5

NUMERO DE ANIMAIS POR GRUPO EXPERIMENTAL

Para a realizagio deste trabalho, dois grupos de animais eram formados,

segundo metodologia empregada.

Avaliacfio da Funcdo Renal e Estudos de MO e Imuno-Histoquimica

Eram utilizados ratos agrupados em nimero minimo de 2 e maximo de
12, estudados em seguimentos independentes, de acordo com o tempo de
instalagfo de diabetes (dias: 2, 10, 28 e 56), conforme mostra o Grafico
01 (pag. 33).

Parametros fisiologicos, avaliacdo qualitativa da proteindria e da
expressio antigénica de coligeno IV e laminina através de
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS  seguida de
“timmunoblotting”

Tais avaliagbes eram realizadas através de 15 ratos Wistar, distribuidos
em numero de 5 para cada um dos 3 grupos: controle, aloxana e
estreptozotocina. Tais animais, apos indugdo de DM por droga, ou salina
em controles, eram seguidos por 56 dias apos instalagio da doenga, como

representado no Grafico 02 (pag. 34).

CRITERIO PARA DIAGNOSTICO DE DIABETES MELLITUS

Para o diagnéstico do diabetes, optava-se pela monitorizagdo das

glicosirias através de tiras reagentes da marca Boehringer.
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Grafico 01 Protocolo de indugio de DM e estudo de diferentes grupos de
animais, analisados em seguimentos independentes em fungdo do
tempo de doenga.

i Controle
Aloxana
i Estreptozotocina

Numero de animais

2 10 28 55
Indugio de DM Tempo de doenca (dias)
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8

ani

Protocolo de indugio de DM e seguimento linear dos

estudados ao longo do tempo de doenga.

Grifico 02
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2.6

2.7

CRITERIO DE INCLUSAO PARA ESTUDO

O animal somente era selecionado para o grupo experimental se

apresentasse valores de glicostrias > 4 cruzes (++++).

COLETA DA URINA E SANGUE

A coleta de urina dos animais utilizados para estudos bioquimicos e
imunoquimicos era realizada da seguinte forma: os animais eram
colocados em gaiolas metabolicas individuais de ago moxidavel (Movart,
Ribeirdo Preto, SP, ref 306), no final da tarde do dia 0 do experimento
padrdo, onde permaneciam 15 horas, providos de agua sem alimento,
tendo seus pesos anotados previamente. Ao fim desse periodo, os
volumes urinarios eram anotados e coletados em provetas estéreis com
0,02% de azida sodica, sendo,. posteriormente, alicotadas ¢ armazenadas

para analise bioquimica.

Na manhi seguinte, os animais eram pesados, agrupados em grupos de §
e injetados com aloxana, estreptozotocina ou salina EV, conforme
protocolo jA descrito previamente, sendo seus pesos e volumes urinirios
monitorizados conforme paragrafo anterior, seguidos diariamente até o 9°
dia de instalagdo de doenga e, posteriormente, nos 21°, 28° 35° 42° e

56° dias.

Para dosagem de glicemia, procedia-se a coleta de sangue venoso, através
de amputagio da cauda, dos animais estudados, imediatamente apoés

coleta de suas urinas, somente nos 2°, 10°, 28° ¢ 56° dias do protocolo.
p
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2.8

2.9

2.9.1

CONTROLE DA DIETA

O alimento empregado era ragdo balanceada, marca NUVILAB CRI1-
autoclavavel, firma NUVITAL Nutrientes Ltda.

PROCEDIMENTOS BIOQUIMICOS E IMUNOQUIMICOS PARA
DETECCAO DE COLAGENO IV E LAMININA URINARIOS

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida-SDS

A analise das proteinas excretadas na urina dos animais experimentais era
realizada, numa primetra fase, atraveés de eletroforese em gel de
poliacrilamida, em placa vertical de vidro lavada e desengordurada,
seguindo basicamente o método de LAEMMLI (1970), modificado por
SAUAJA & LAICINI (1977) e com adaptagBes desenvolvidas do
Laboratorio de Imunologia Clinica e Alergia (LICA).

A eletroforese apresentava as seguintes caracteristicas:

Dimensdes da Placa Concentracio do Gel
Comprimento 14 ¢cm Gel de
Empilhamento 5%
Largura 16 cm Gel de Separacdo 8, 10 ou 14%
Espessura 0,2 cm Amperagem 40 mA (*)

(*) Durante todo o processo

O corante azul de bromofenol era utilizado para orientagdo quanto a
extensfio da migragio, de tal forma que a corrente era interrompida
quando a linha do corante alcangava 1 cm da borda inferior do gel

Solugdo padrdo foi utilizada como referéncia, contendo proteinas de peso

molecular conhecido: miosina de musculo de coelho de 205 kDa, B
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2.9.2

galactosidase de Escherichia coli de 116 kDa; fosforilase b de misculo de
coetho de 97,4 kDa; albumina bovina de 66 kDa; ovoalbumina de 45 kDDa
e anidrase carbdnica de eritrocitos bovinos de 29 kDa (MW-SDS-200

para pesos moleculares, Sigma Chemical Co., EUA).

A coloragdo dos peptideos separados ao longo do gel fot realizada através
de solugo 0,2% de Coomassie Brillant Blue R 250, 45% de metanol e
10% de acido acético durante uma noite. O excesso de corante era
retirado com solugio de 45% de metanol e 10% de acido acético,
seguindo-se secagem e posterior documentagio.As amostras provenientes
de cada urina foram preparadas para uma concentragio em torno de

1mg/ml/urina, ndo concentrada, em tamp&o de amostra, sendo aplicados

120 pg de proteinas em cada pogo.

Eletroforese de Transferéncia seguida de “Immunoblotting”

Foram realizadas eletroforeses em gel de separagio a 14 e 12%, em
poliacrilamida-SDS, como  descrito  acima, sendo  aplicados,
respectivamente, 60 pg de colageno tipo IV {cod. C7521, &cido soluvel,
de placenta humana, Sigma Chemical Co., EUA) ¢ 40 ug de laminina
(cod. L2020, de membrana basal de sarcoma de EHS em camundongo,
Sigma Chemical Co., EUA) em cada pogo, apos redugdo das pontes
dissulfidicas acrescentando-se 10% de 2-mercaptoetanol, seguida de
fervura por 2 minutos. Urinas concentradas em polietilenoglicol, também
reduzidas e desnaturadas, dos animais controle ¢ do protocolo
experimental com aloxana ou estreptozotocina, foram aplicadas nos
demais pogos do gel numa concentragio cerca de 20 vezes maior a
utilizada anteriormente. Posteriormente a eletroforese das amostras, o gel
foi transportado para a cuba de transferéncia utilizando-se tampdo TRIS
24.8 mM, glicina 192 mM, pH 8,3, acrescido de 20% de metanol. Assim,

o material era transferido do gel para membrana de nitrocelulose (cod.
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162-0115, 0,45 um, Bio-Rad Laboratories, EUA). Este procedimento
seguiu-se de inclibagio a temperatura de 4°C, durante uma noite, fixando-
se a corrente em 50 mA, segundo a técnica descrita por TOWBIN,
STAEHELIN, GORDON (1979), modificada por De BLAS &
CHERWINSKI (1983), com adaptagdes do Laboratério de Imunologia
Clinica e Alergia. Foram analisadas todas as urinas dos ratos controle e do

protocolo experimental com aloxana e estreptozotocina.

Apos a eletroforese, a membrana era acondicionada em recipiente
contendo tampdo de lavagem (PBS sem azida), efetuando-se 3 trocas,
com duragio de S minutos cada, 4 temperatura ambiente sob agitagao
suave. Apos este procedimento, adicionava-se solugdo de blogueio (3%
de soro fetal bovino, 0,03% de gelatina, 0,05% de Tween 20 em PBS sem
azida) dos sitios de ligagio inespecifica, sob agitagdo suave, a temperatura
ambiente, por 60 minutos. Procedia-se a nova lavagem das tiras com 3
trocas com tampdo de lavagem, durante 5 minutos cada. Seguia-se a
incubagio das urinas dos animais experimentais com anticorpos
policlonais monoespecificas de coelho anti-colageno 1V e anti-laminina,
na dilui¢io de 1:200 e 1:500, respectivamente, em 1,5% de SFB e 0,015%
de gelatina com 0,025% de Tween 20, em PBS sem azida durante uma
noite, a 4°C. A solugio era aspirada, sendo lavada posteriormente, com 3
trocas de tampdo, por 5 minutos cada, & temperatura ambiente. Seguia-se
incubagdo da membrana durante uma hora com IgG de cabra anti-IgG
humana conjugada com peroxidase (Abbot Laboratorios do Brasil,
dilui¢io 1:1000), na proporgdo de 0,3 ml: 20 ml de 1,5% de SFB e
0,015% de gelatina com 0,025% de Tween 20 em PBS sem azida, &
temperatura ambiente, sob agitagio suave. Repetiam-se aspiracdo e 3
trocas com tampio de lavagem, com posterior incubagio com solugdo de
3,3 diamino-benzidina (DAB, Sigma Chemical Co., EUA), cuja
preparagio era de 50 mg do reagente dissolvidos em 100 ml de PBS sem
azida, seguida de filtragdo. Solugdo de cloreto de cobalto e 1% de sulfato

de niquel (1 pi/ml) eram adicionadas, logo apés, deixando-se sob agitagao
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2.10

2.10.1

2.10.2

suave cerca de 10 minutos, 4 temperatura ambiente, para revelagio com
solugio de 30% de H;0, (1 pl/ml). Finalmente, aspirava-se a solugdo
finalizando a reagiio com agua deionizada. Os procedimentos eram
documentados através de processamento das imagens obtidas por

“scanner”, sendo fotografadas posteriormente.

FUNCAO RENAL

O estudo da funciio renal dos animais do protocolo experimental se
desenvolvia através das anilises do clearance de creatinina endogeno €
manipulagio tubular de sédio (Na), além das dosagens de proteiniria e

albumintiria.

Clearance de Creatinina Endégeno

Concentragbes de creatinina plasmatica e urinaria eram dosadas,
espectofotometricamente, segundo método colorimétrico de Brod-Sirota
(1973). O clearance de creatinina (Cer) era utilizado para estimar a taxa

de filtragdo glomerular.

Estudo da Manipulagiio Tubular de Sodio (Na)

Realizado através do clearance de litio, segundo método de THOMSEN

(1984a), conforme descrito resumidamente a seguir:

- Iniciando-se as 8:00 horas da manhd, os animais recebiam cloreto de litio
(Merck) na dose de 0,06 mEqg/100 g de peso corporal, administrade por

gavagem, 14 horas antes do inicio dos experimentos. A partir deste
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2,103

2.10.4

momento cada rato era colocado em uma gaiola metabolica, sem restrigdo

de movimentos, em jejum para ra¢do solida e ingerindo agua ad libitum.

- Os animais eram submetidos a periodo experimental de 2 horas, sendo
administrada neste intervalo, sobrecarga hidrica de 10% do peso corporal,
através de gavagem, para obtengdo de fluxo urinario regular e estavel,
procedimento desenvolvido em 2 etapas: a primeira, constituida de
volume de agua correspondente a 5% do peso, chamada de 1* sobrecarga
hidrica (1* SH), seguida de outra, de igual volume, apds 60 minutos,
chamada de 2* sobrecarga hidrica (2* SH). Apos tempo de equilibrio de 20
minutos, iniciava-se coleta urinaria por periodo de 2 horas. No final do
experimento, procedia-se 4 coleta de amostras sanguineas, através de

pungdo cardiaca, e de rins, sob anestesia com €ter etilico.

Dosagem de Litio ¢ Sédio

Concentragdes plasmatica e urinaria de litio (Li) e sodio (Na) eram
realizadas por fotdmetro de chama, e os resuitados expressos em mEq/ml

(HOLD, 1947).

Formulas Utilizadas

Eram utilizadas as seguintes formulas para os calculos dos resultados

apresentados:

2.10.4.1 - Clearance de Creatinina (Ccr) e de Litio (CH)

Clearance = U x V'/ P (u/min),
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2.16.5

onde: U/ ¢ a concentragdo urinaria de creatinina ou litio, ¥’ é o volume

urinario por minuto e P € a concentragio plasmatica de creatinina ou litio.

2.10.4.2 - Fra¢io de Excreciio de Sédio (FENa)
FENa = U x Pcr/ P x Uer (%),

onde; U é a concentragdo urinaria de Na; Pcr € a concentragdo plasmatica
de creatinina, P € a concentragdo plasmatica de Na ¢ Ucr é a

concentragio urinaria de creatinina.

2.10.4.3 - Reabsorcio Proximal Fracional de Sédio (RPNa)
RPNa = CF - AD / CF x 100 (%),

representa a fragdo de carga filtrada de sodio que foi reabsorvida pelo
tubulo proximal; onde, CF € a carga filtrada de sodio € AD € o aporte
distal de sodio.

2.10.4.4 - Reabsorgio Pos-Proximal Fracional de Sédio (RPPNa)

RPPNa = (Unax V’)/ AD x 100 (%),

representa a fragdo do aporte distal que foi reabsorvida pelos segmentos

distais do nefro, onde Una € a concentragio urinaria de sodio.

Dosagem de Proteintirias de 15 horas

A proteina urinaria total, nesse periodo, era dosada pelo método de
Hartree (Laurell modificado, 1972) e os resultados expressos em

mg/ml/15h.
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2.11

2.12

Dosagem de Albuminiirias de 15 horas

A excre¢io de albumina urinaria foi realizada através do “Rocket

immunoeletrophoresis” pela técnica de Laurell (1966) com modificagdes.

Anticorpo de coelho antialbumina de rato, na concentragio de 2,5% ,foi
incorporado a gel de agarose a 1% e apos solidificagdo, utilizado como

substrato para eletroforese das urinas dos animais estudados. Padrdes
contendo, respectivamente 0,625, 1,25 e 2,5 pg de albumina de rato, eram
adicionados em pogos, & parte, para construgio de curva padrdo,

empregando-se 5 V/em de limina, durante periodo de 6 horas. Os

resultados eram expressos em pg/ml/15h.

DOSAGEM DE GLICOSE

A glicose plasmatica era determinada através do método da glicose-
oxidase (WASHIKO & RICE, 1961). Seus resultados eram expressos em
mg/dL.

UTILIZACAO DE CONSERVANTES

As urinas coletadas, eram adicionadas azida sddica na concentragio de

0,02%.
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2.15

CONCENTRACAOQO DAS URINAS

As urinas do protocolo experimental eram colocadas, individualmente, em
sacos de dialise embebidos em Polietilenoglicol 20.000 e deixados em
geladeira o tempo necessario para atingir concentragio ideal em torno de

20 vezes a inicial.

COLETA E PREPARO DO TECIDO RENAL

A realizagio do preparo das amostras de tecidos renais, assim como
coloragio por hematoxilina e eosina ¢ 4cido periddico de Schiff (PAS)
ocorriam no Laboratorio de Patologia Experimental (LAPE) do Centro de
Atendimento Integrado a Saide da Mulher (CAISM) da FCM-
UNICAMP.

Os rins eram retirados dos animais que submeteram-se ao estudo de
fungio renal, imediatamente apés a pungdo cardiaca, sendo cortados
longitudinalmente e imersos em 10% de formalina por um periodo minimo
de 24 horas. Seguiu-se inclusio em parafina através de métodos

converncionais.

MICROSCOPIA OPTICA

Os diagnosticos eram analisados em conjunto por patologistas do
Departamento de Anatomia Patologica da FCM-UNICAMP.

Cada metade renal incluida em parafina proveniente de animais controle,
diabéticos aloxfnicos e por estreptozotocina, respectivamente no 2°, 10°,

28° e 56° dias de instalagio da doenga, era cortada em micrétomo em
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fatias de 4 pum de espessura e cada corte montado em lamina para
microscopia. Apos este procedimento, os cortes eram submetidos a
coloragio por hematoxilina e eosina (HE) e acido periodico de Schiff

(PAS). A visualizag8o era realizada em microscépio optico comum.

TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os procedimentos de imuno-histoquimica eram realizados no LAPE do
CAISM, através da técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase, descrita
por HSU, RAINE, FANGER, (1981), com algumas modificagdes

realizadas no proprio laboratério.

Os cortes histologicos de 4 um de espessura dos blocos de parafina
escolhidos eram colocados em lidminas previamente lavadas,
desengorduradas e silanizadas, permanecendo em estufa a 60°C por
periodo minimo de 24 horas. A desparafinizagdo realizava-se através de
um banho de xilol a 60°C, por 15 minutos ¢ 2 banhos de xilol, a
temperatura ambiente, por 10 minutos cada. Procedia-se & hidratagdo com
imersdo em alcoois com concentragdes crescentes: 3 banhos de alcool
absoluto, 2 minutos cada; um banho em alcool 80%, 2 minutos; uma vez
em alcool 50%, 2 minutos; todos a temperatura ambiente. Seguia-se
lavagem em égua corrente durante 2 minutos e banho em agua destilada,
para efetuar-se o bloqueio da peroxidase endogena através da incubacéo
por 15 minutos em solugdo a 3% de H;O, 30% em metanol.
Posteriormente, realizava-se lavagem em &gua corrente e destilada,

seguida de banho em tamp#o PBS, a temperatura ambiente.
Para a digestdo enzimatica utilizava-se pepsina (Pepsin, Sigma Chemical

Co., EUA, cédigo P 7012) 0,4 g em 100 mf HC1 0,01 N (0,4%), através

de incubagio das laminas por 2 horas, a 37°C, com posterior lavagem em
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agua corrente e passagem por agua destilada. Colocavam-se os cortes em
tampdo citrato 1mM, pH 6,0, submetidos a irradiagdo por microondas, a
70°C, por 5 minutos, 2 vezes, esfriando por 10 minutos e incubados com
solugdo para bloqueio de reagdes inespecificas formada por soro normal
de suino na diluigdo 1:10 em 0,1% de BSA, por 20 minutos, em cimara
umida, 4 temperatura ambiente, com posterior retirada do excesso de

soro, sem lavagem.

A incubagio com anticorpo priméario policlonal anticolageno IV de
coelho, a dilui¢do 1:100 em 0,1% de BSA ou anti-laminina de coetho, a
diluicdo 1:150 em 0,1% de BSA era de uma noite, a 4 C, em cimara
timida. Na manh3 seguinte o excesso de anticorpo era retirado, efetuando-
se 3 lavagens em PBS de 5 minutos cada, a temperatura ambiente.
Posteriormente, procedia-se a incubagdo com o anticorpo secundério
biotinilado (Imunoglobulina porcina biotinilada anti-cabra, camundongo,
coelho, Multi Link, cod. no E453, Dako, Denmark), diluido a 1:150 em
tampdo PBS com 0,02% de azida sddica, por 30 minutos em cémara
umida, a temperatura ambiente, seguida de mais 3 lavagens em PBS, com
duragdo de 5 minutos cada, & temperatura ambiente. Seguia-se a
incubagic com o complexo  estreptavidina-biotina-peroxidase
(StreptABComplex, cod. no K377, Dako Corporation, USA) na diluigdo
1:10 em tampdo TRIS-HCI 0,05 M, pH 7,6, por 30 minutos, em camara

umida, 4 temperatura ambiente, com posterior lavagem em tampdo PBS.

A técnica de coloragdo era feita com DAB (3,3 tetra-hidrocloreto de
diaminobenzidina, Sigma Chemical Co., codigo D 5637) 40 mg
dissolvidos em 100 ml de tampdo PBS e 40 ul de 30% de H;O,, &
temperatura ambiente, em banho rapido até visualizagio de coloragdo
discretamente acastanhada dos cortes, procedendo-se, a seguir, a lavagem
em agua corrente € passagem em agua destilada. Para a contra-coloragio
utilizava-se Hematoxilina de Mayer, por 30 segundos, a temperatura

ambiente, com posterior lavagem em agua corrente e destilada, passagem
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em Agua amoniacal, lavagem em 4gua corrente e passagem em agua
destilada. O processo de desidratagdo obedecia gradiente crescente de
alcoois: um banho em alcool 50%, uma vez em alcool 80%, 3 vezes em
4lcool absoluto e passagem em 3 xil6is para a montagem das laminas com
Entellan (Merck, no 7961). A coloragdo da membrana basal de vasos era
utilizada como controle positivo interno dos cortes. Para verificagdo dos
resultados  empregava-se  microscOpio  Optico  comum, sendo

documentados em fotomicroscépio.

REAGENTES UTILIZADOS

Todos os reagentes utilizados sem a citagio da procedéncia eram

produtos “Pré-Andlise” (PA).

ANALISE ESTATISTICA

A anilise estatistica dos dados, realizada em microcomputador, efetuava
os calculos da média, erro padrio da média, desvio padrio e varidncia, e

empregava 0s métodos:

- Anova - Fator Unico quando o que se pretendia era determinar se as
médias de duas ou mais amostras teriam sido retiradas de populagdes com

a mesma média; e,

- Teste t de Studenmt para médias independentes, sempre que era feita
comparagio entre duas médias de variaveis que apresentavam distribuigéo

normal;
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Consideravam-se os resultados como estatisticamente significativos

quando a probabilidade de sua casualidade era inferior a 5% (p < 0,05).
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RESULTADOS

3.1

3.2

3.2.1

Os resultados serdo apresentados segundo aspectos fisiologicos,

funcionais, imunoquimicos e morfoldgicos.

PARAMETROS FISIOLOGICOS DOS ANIMAIS ESTUDADOS

As Tabelas 02, 03 e 04 (pags. 54, 56 e 58) e os Grificos 03, 04 e 05
(pags. 55, 57 e 59) mostram, respectivamente, os valores médios de peso
corporal, glicemia e volume urinario dos animais controle e diabéticos-
induzido por aloxana e estreptozotocina, em relagdo ao tempo de duragdo
de diabetes. Em ambos os modelos experimentais, a partir do 2° dia do
protocolo, pudemos verificar declinio do peso dos animais diabéticos,
assim como manutengio do “estado de hiperglicemia”, até o final do
protocolo. Para os animais diabéticos aloxdnicos a poliiria pdde ser
observada até o 28° dia, e até o 10° dia para os ratos diabéticos-induzido
por estreptozotocina, quando comparados aos ratos controle. Entretanto,
no 56° dia de doenga, observamos queda significativa do volume urinario

nos 2 grupos de animais diabéticos estudados.

AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

Clearance de Creatinina (Ccr)

Os animais aloxanicos (Tabela 05, pag. 60 e Grafico 06, pig. 61)

apresentaram discreta diminuigdo do clearance de creatinina, a partir do
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3.2.2

10° dia de instalagio do diabetes (180,8 + 48,8 versus 201,5 + 30,7
ul/min/100 g de rato). Entretanto, nos 28° ¢ 56° dias do protocolo
experimental, verificou-se intensificacdo desta queda, embora ndo tenha
sido possivel concluir a significincia desse resultado devido ao pequeno
mimero de animais neste grupo (n = 2). Contudo, os resultados obtidos
sugerem tendéncia de queda da taxa de filtragio glomerular a partir do

10° dia de diabeftes, que se acentua nos 2 ultimos dias do protocolo.

A Tabela 05 e o Grifico 06 também representam o perfil do clearance de
creatinina dos animais diabéticos-induzido por estreptozotocina.
Observou-se queda siginificativa do clearance de creatinina, ja a partir do
2° dia de doenga (130,3 + 16,9 versus 188,1 + 31,7 ul/min/100g/rato,
p < 0,05), persistindo até o 10° dia de instalagdo da doenga (152,4 = 49,9
versus 2015 + 30,7 ul/min/100g/rato). No 28° dia do protocolo,
verificou-se elevagiio discreta do clearance, voltando a diminuir no Gltimo

dia do estudo (96,9 + 30,9 versus 172,27 + 14,50).

Estudo da Manipulacio Tubular de Sodio

O estudo da manipulagio tubular de Na compreendeu as seguintes

avaliacdes:

3.2.2.1 - Fragiio de Excrecfio de Sodio (FENa)

No modelo de diabetes induzido por aloxana, verificamos tendéncia 2
elevagio da FENa no 2° dia do protocolo expenmental (1,05 + 0,34
versus 0,83 = 0,23), que acentuou-se significativamente no 10° dia (1,90
+ 0,28 versus 0,80 = 0,14, p <0,05), alcangando porcentagens maximas
nos 2 ultimos dias de doenga {28° dia: 5,55 £ 1,69 versus 0,54 + 0,12; 56°
dia; 4,74 + 2,16 versus 0,48 + 0.09).
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A Tabela 06 (pag. 62) e o Grafico 07 (pag. 63) representam o
comportamento da FENa em ambos os modelos de diabetes induzido
quando comparado ao dos controles. Nos 2 primeiros dias de doenga, os
animais diabéticos-induzido por estreptozotocina apresentaram tendéncia
a aumento da FENa (2° dia: 1,03 + 0,29 versus 0,83 + 0,23; 10° dia: 1,01
+ 0,40 versus 0,80 + 0,14), intensificando-se no 28° dia (1,58 = 0,46
versus 0,54 + 0,12) e no 56° dia (1,55 £ 0,14 versus 0,48 + 0,09).

3.2.2.2 - Reabsorgiio Proximal Fracional de Sédio (RPNa)

Os resultados obtidos na avaliagio da RPNa estdo demonstrados na
Tabela 07 (pag. 64) e no Grafico 08 (pag. 65), e ilustram as variagdes
ocorridas na RPNa, de acordo com a duracdio de diabetes. Os ratos
diabéticos aloxénicos apresentaram diminuicdo intensa desta reabsorgdo
nos 2 nltimos dias do protocolo experimental (28° dia: 51,9 + 0,64 versus

842 + 1,66; 56° dia: 53,7 + 3,9 versus 74,4 = 6,1).

Através do modelo de diabetes-induzido por estreptozotocina pudemos
verificar a diminui¢io da RPNa em todos os dias do protocolo, exceto no
segundo (10° dia), onde houve semelhanga entre as médias encontradas
nos ratos diabéticos e controles. As quedas demonstradas nos demais dias
intensificaram-se progressivamente (2° dia: 67,4 + 5,20 versus 85,00 +
1,55, p < 0,05; 28° dia: 73,35 + 4,46 versus 84,20 £ 1,66, 56° dia: 46,3 +
10,70 versus 74,40 = 6,10).

3.2.2.3 - Reabsor¢io Pés Proximal Fracional de Sodio (RPPNa)

Os animais diabéticos aloxfnicos apresentaram elevagdo progressiva da
RPPNa, acentuando-se expressivamente nos 2 ultimos dias (28° dia:
42 50 + 1,04 versus 15,20 + 1,67; 56° dia: 41,5 + 6,25 versus 25,1 =
6,16).
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3.23

3.2.4

O modelo induzido por estreptozotocina evidenciou nitido e significativo
aumento na RPPNa no 2° dia do protocolo (31,60 £ 5,04 versus 14,16 &+
1,64, p < 0,05), retornando aos valores do controle no 10° dia. Da mesma
forma, foi observada elevagdo desta reabsor¢do nos Gltimos 2 dias (28°
dia: 25,00 + 4,02 versus 15,20 + 1,67, 56° dia: 52,10 + 10,7 versus 25,1 =
6,16). A Tabela 08 (pag. 66) ¢ o Grifico 09 (pag. 67) representam os

valores obtidos de RPPNa dos animais estudados.

Avaliacao das Proteinirias

A Tabela 09 (pig. 68) resume os valores médios de proteinurias,
expressos em mg/ml/15h, dos animais controle, diabéticos-induzido por
aloxana e por estreptozotocina, nos dias fixados do protocolo

experimental.

Como mostra o Grifico 10 (pag. 69), ambos os modelos de diabetes
experimental apresentaram significativo aumento da proteiniria, jA nos
primeiros dias de doenga, com progressdo ao longo do experimento.
Quando comparamos os 2 modelos, observamos que as proteinarias
apresentadas pelos animais aloxanicos foram significativamente mais
intensas no 10° dia (17,09 + 6,87 versus 11,13 % 5,32 mg/ml/15h, p<
0,05) ¢ no 56° dia (21,38 + 4,88 versus 14,50 £ 5,95 mg/ml/15h, p<0,05),

permanecendo semethantes no 2° e 28° dias protocolo.

Avaliacio das Albuminirias

A analise das albuminirias dos ratos diabéticos aloxanicos mostrou niveis
de excregio protéica aumentados significativamente em relagdo a dos
controles, tendo seus valores mais expressivos no segundo € ultimo dias

do protocolo, respectivamente, (39,00 = 12,73 versus 5,33 £ L15
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3.3

ng/mli/15h, p<0,05 e 3567 = 3,51 versus 4,33 + 1,53 pg/ml/15h,
p <0,05).

A excrecio de albumina urinaria dos ratos diabéticos-induzido por
estreptozotocina apresentou elevagfio estatisticamente significativa, no
10° e 56° dias do protocolo, quando comparada a dos controles (10° dia:
16,20 + 6,91 versus 4,00 £ 1,73 pug/ml/15h, p < 0,05; 56° dia: 17,00 £
6,24 versus 4,33 + 1,53 pg/ml/15h, p < 0,05). Nos demais dias nio foram

observadas diferengas significativas em relagdo ao modelo aloxanico.

A analise comparativa dos 2 modelos de DM, demonstrou que o diabetes
aloxdnico apresenta excre¢do urinaria de albumina significativamente

matior ao induzido por estreptozotocina no 2° e 56° dias do protocolo.

Os dados acima encontram-se resumidos na Tabela 10 (pag. 70) e no

Grifico 11 (pag. 71).

ANALISE QUALITATIVA DA PROTEINURIA ATRAVES DE
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

As anilises qualitativas das proteinas urinarias foram realizadas em 5
animais de cada grupo (controle, aloxana e estreptozotocina), no dia 0 e
nos 1°, 2° 3° 4° 5° 6° 8° 9° 21° 28° 35° 42° e 56° dias apos
instalagdo de diabetes. Os padrdes de proteinas urinarias encontrados
foram reprodutiveis para todos os animais estudados em cada grupo do

protocolo experimental,

As eletroforeses em gel de poliacrilamida-SDS, das urinas dos animais
diabéticos-induzido por aloxana e estreptozotocina, demonstraram frages
antigénicas com 0s seguintes pesos moleculares: > 205, 82, 70, 66, 58,
50,45, 15¢ 11 kDa.
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As urinas dos animats controle revelaram 3 bandas de proteinas, de fraca
intensidade, com pesos moleculares de 58, 15 e 11 kDa; representadas nas

primeiras colunas das Figuras 01 e 02 (pag. 72 ¢ 73).

No 1° e 2° dias de doenga, as amostras urinarias dos diabéticos aloxanicos
apresentaram, quando comparadas s urinas controle, intensidade de
coloragio de banda mais forte com peso molecular de 58 kDa e moderada
expressio das com peso molecular de 66, 50, 15 e 11 kDa,; as proteinas de
peso molecular > 205, 82, 70, ¢ 45 kDa revelaram-se com fraca
intensidade de coloragio refletindo baixa concentragdo relativa nestes dois
2 primeiros dias, tornando-se quase imperceptiveis nos dias subseqiientes.
Todas estas fragdes reapareceram gradualmente a partir do 21° dia, com
intensificagio no 56° dia, semelhantemente ao 1° e 2° dias de diabeles,
excetuando-se as bandas protéicas de peso molecular 15 ¢ 11 kDa que
permaneceram presentes em todos os dias analisados, tornando-se mais

proeminentes no 56° dia (Figura 01, pag. 72).

Os animais diabéticos-induzido por estreptozotocina apresentaram, no 1°
e 2°¢ dias do protocolo experimental, evidente intensificagio da banda 58
kDa em relagio as proteinas urinarias dos controles, ficando as de peso
molecular > 205, 82, 70, 66, 50 e 45 kDa fracamente expressas. As
proteinas de 15 e 11 kDa foram excretadas moderadamente até o wltimo
dia do experimento. A partir do 9° dia de instalagio de doenga ocorreu
intensificagdo gradual das outras bandas, especificamente as de 58, 50 ¢
45 kDa, com maior excregio nos ulttmos 4 dias do protocolo
experimental: 28°, 35°, 42° ¢ 56° (Figura 02, pag. 73).
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Variagio de peso corporal dos animais controle e do protocolo

Griafico 03
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Grifico 04 Varagio de glicemia dos animais controle e do protocolo experimental
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Variagio de volume urindrio dos animais controle e do protocolo

Grafico 05

experimental com aloxana e estreptozotocina em fungdo do tempo de

doenga.
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Grifico 06
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Varagio de FENa no diabetes mellitus experimental, em fungdo do

tempo de doenga.

Grifico 07
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Grifico 08 Variagio de RPNa no diabetes mellitus experimental, em funcio do

tempo de doenga.
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Grifico 09  Variagio de RPPNa no diabetes mellitus experimental, em fungo do

tempo de doenga.
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Variagdo de proteintirias no diabeftes mellitus experimental, em fungfo

do tempo de doenga.

Grifico 10
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Variagdo de albumindérias no diabetes mellitus experimental, em fungao

do tempo de doenga.
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Figura 01 Analise eletroforética em gel de poliacrilamida-SDS, sob condi¢oes
desnaturantes das urinas, ndo concentradas, do protocolo experimental
com aloxana. Gel a 8%, corado com Comassie Brilliant Blue R-250.
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(*) Os pesos moleculares dos peptideos do padrao Sigma estdo discriminados (kDa).
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Figura 02  Analise eletroforética em gel de poliacrilamida-SDS, sob condigbes
desnaturantes das urinas, ndo concentradas, do protocolo experimental
com estreptozotocina. Gel a 8%, corado com Comassie Brilliant Blue R-
250.
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(*) Os pesos moleculares dos peptideos do padrdo Sigma estdo discriminados (kDa).
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3.4.1

3.4.2

ANALISE DA EXPRESSAO ANTIGENICA DE COLAGENO IV E
LAMININA URINARIOS ATRAVES DE ELETROFORESE EM
GEL DE  POLIACRILAMIDA-SDS, SEGUIDA DE
TRANSFERENCIA ELETROFORETICA E
“IMMUNOBLOTTING”

Eletroforeses de Referéncia em Gel de Poliacrilamida-SDS

A realizagdo da eletroforese em gel a 14% em poliacrilamida-SDS do
colageno IV resultou em fragmentos com os seguintes pesos moleculares:
> 205, 182, 150, 130, 125, 92, 88, 75, 70 ¢ 60 kDa.

Utilizando-se gel a 12% de separacdo, apds aplicagdio de laminina,
observamos a seguintes fragSes protéicas: > 250, 152, 142, 108, 88, 70 e
57 kDa. '

Eletroforeses de Transferéncia seguidas de “Immunoblotting” para
Detecciio de Coldgeno IV e Laminina urinirios.

O controle-positivo, obtido através de “immunoblotting”, compreendeu a
reagdo de colageno IV com soro de coetho contendo anticorpo policlonal
monoespecifico anticolageno IV, na diluigdo 1:200; esta reagio revelou
fragmentos de pesos moleculares semelhantes aos encontrados no gel de
poliacrilamida-SDS: > 205, 182, 150, 130, 125, 92, 88, 75, 70 ¢ 60 kDa
(Figuras 03, 04 ¢ 07, pags. 77, 78 e 81).

As urinas concentradas do mesmo grupo de animais utilizados no item
3.3. foram analisadas, juntamente com o controle-positivo para colageno
IV ou laminina, obedecendo os seguintes dias de instalagio de diabefes:

1°, 2°, 3°, 35°, 42° ¢ 56°.

Os ratos diabéticos aloxinicos apresentaram reatividade urinéria para a

fracdo de 75 kDa em todos os dias fixados do protocolo, com intensidade
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moderada. Foi observada, também, reatividade fraca a fragio de 88 kDa a

partir do dia 35 de doenga, passando a forte no 42° e 56° dias (Figura 03,
pag. 77).

Todas as urinas dos animais diabéticos-induzido por estreptozotocina
demonstraram reatividade para a fragdo de 75 kDa, com intensidade
moderada, nos 6 dias estipulados para o estudo. Similarmente ao modelo
aloxana, houve reagdo, inicialmente fraca e depois moderada, a fragdo de

88 kDa, a partir do 35° dia do protocolo (Figura 04, pag. 78).

As amostras urinarias dos animais controle ndo apresentaram nenhuma
reatividade ao colageno IV, em todos os procedimentos de

“immunoblotting” realizados (Figura 07, pag. 81).

Para que se pudesse demonstrar o controle positivo para laminina foi
realizado “immunoblotting” em gel a 12% e diluigio 1:500 do anticorpo
policlonal antilaminina de camundongo, encontrando-se bandas protéicas
de pesos moleculares semelhantes ds do gel de poliacrilmida-SDS: > 250,

152, 142,108, 88, 70 ¢ 57 kDa (Figuras 05 e 06, pags. 79 e 80).

A analise das amostras urinarias dos animais diabéticos aloxanicos para
componentes de laminina mostraram que estas continham fraces de 108,
88 e 57 KDa em todos os tempos determinados do protocolo. Entretanto,
a intensidade das reagdes dos fragmentos de 88 e 57 kDa mostrou-se
fraca nos 2 primeiros dias e intensa nos demais; contudo, a fragio de 108
kDa reagiu intensamente em todos os tempos investigados no

“immunoblotting” (Figura 85, pag. 79).

As urinas dos animais diabéticos-induzido por estreptozotocina revelaram
fracBes 108 e 88 kDa, de intensidade moderada, nos 3 primeiros dias e
intensa nos ultimos dias do procedimento. Por outro lado, a fragdo de 57
kDa apresentou reagéo somente a partir do 35° dia, de forma moderada

inicialmente, passando a intensa no 56° dia (Figura 06, pag. 80).
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3.5

Similarmente ao colageno IV, nfio observamos nenhuma fragido de
laminina nas urinas dos animais controle, quando analisadas através de

“immunoblotting”. (Figura 07, pag. 81).

ESTUDO _MORFOLOGICO RENAL  ATRAVES DE
COLORACOES POR HEMATOXILINA E EOSINA (HE) E
ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS)

O estudo morfoldgico, através de microscopia dptica ¢ método tintorial
(HE) dos tecidos renais dos animais controle e do protocolo experimental,

ndo evidenciou alteragdes significativas (dados ndo apresentados).

Quando procedemos a avaliagdo do espessamento mesangial, através de

coloragdo com PAS, obedecemos a seguinte escala:

(-) normal
(+/-) discreto
(+) leve

(++) | moderado
(+++) intenso

Nos animais injetados com aloxana ¢ estreptozotocina observou-se
discreto espessamento da matriz mesangial, a partir do 10° dia do
protocolo experimental, quando comparados aos ammais controle

(Figuras 08 e 09, pag. 86).

Os dados relativos 4 morfologia renal utilizando-se coloragdo com PAS

estdo sumarizados na Tabela 11 (pag. 82).
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Figura 03: Analise eletroforética em gel de poliacrilamida-SDS a 14% das urinas
concentradas dos ratos do protocolo experimental com aloxana, seguida de
transferéncia eletroforética para membrana de nitrocelulose e

"immunoblotting”, utilizando-se anticorpo de coelho anticoligeno IV na

diluiggo 1:200.

Observagio: Os pesos moleculares dos peptideos do padriio Sigma estéo
discriminados (kDa). '
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Figura 04: Anilise eletroforética em gel de poliactilamida-SDS a 14%das urinas concentradas
dos ratos do protocolo experimental com estreptozotocina, seguida de transferéncia
eletroforética para membrana de nitrocelulose e "immunoblotting”, utilizando-se
anticorpo de coelho anticoligeno IV na diluicgo 1:200.

Observacio: Os pesos moleculares dos peptideos do padrdo Sigma estdo

discriminados (kDa).
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Figura 05: Analise cletroforética em gel de poliacrilamida-SDS a 12% das urinas
concentradas dos ratos do protocolo experimental com aloxana, seguida de
transferéncia eletroforética para membrana de nitrocelulose e
“immunoblotting”, utilizando-se anticorpo de coelho antilaminina na diluicio

1:500.
Observagiio: Os pesos moleculares dos peptideos do padrio Sigma estdo
discriminados (kDa).
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Figura 06: Analise eletroforéticaem gel de poliacrilamida-SDS a 12% das urinas concentradas
dos ratos do protocolo experimental com estreptozotocina, seguida de transferéncia
eletroforética para membrana de nitrocelulose e "immunoblotting”, utilizando-se
anticorpo de coelho antilaminina na diluigdo 1:500.

Observacio: Os pesos moleculares dos peptideos do padrioc Sigma estdo
discriminados (kDa).
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Figura 07: Analise eletroforética em gel de poliacrilamida-SDS a 14% das urinas
concentradas dos ratos controle, seguida de transferéncia eletroforética para
membrana de nitrocelulose e "immunoblotting™, utilizando-se respectivamente
anticorpo de coelho anticolageno IV e antilaminina, nas diluigdes 1:200 e
1:500.

Observacdo: Os pesos moleculares dos peptideos do padriio Sigma estdo
discriminados (kDa).
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3.6

ESTUDO DA EXPRESSAQ RENAL DE COLAGENO IV E
LAMININA NO DIABETES MELLITUS INDUZIDO

A expressdo renal destes componentes foi avaliada através de coloragdo
por técnica de imuno-histoquimica ja descrita anteriormente. Analisou-se
o padrdo de espessamento dos componentes glomerulares, obedecendo a
mesma classificagio utilizada para a visualizagdo da matriz mesangial, por

PAS.

No tecido renal dos ratos controle o colageno IV e laminina estavam
presentes como linha continua, delgada, de coloragio acastanhada e
espessura normal, em regido de membrana basal do capilar glomerular,
matriz mesangial, capsula de Bowman, tibulos e vasos renais (Figuras

10 a e 10 b, pag. 87).

O aspecto da membrana basal glomerular dos animais diabéticos-induzido
por aloxana, revelou leve espessamento dos capilares glomerulares e
matriz mesangial (1), a partir do 10° dia de diabetes, passando para
moderado (++) no 28° e intenso (+++) no 56° dias de doenga (Figuras

12 a,13 a e 14 a, pags. 88 e 89).

No modelo induzido por estreptozotocina, o estudo imuno-histoquimico
renal apresentou moderado espessamento (++) na membrana basal do
capilar glomerular e matriz mesangial a partir do 28° dia, e intenso (+++)
no 56° dia do protocolo (Figuras 12 b, 13 b e 14 b, pags. 88 ¢ 89).

No 2° dia de diabetes foram observadas, em ambos os modelos,
alteragdes relacionadas ao tamanho e numerc das células glomerulares.
Embora a técnica de imuno-histoquimica nio seja indicada para este tipo
de analise, apresentamos documentagdo fotografica destes achados

(Figuras 11 a e 11 b, pag. 87).
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Portanto, a visualizagdo da membrana basal glomerular mostrou nitida
impressio de espessamento correlacionada ao tempo de duragdo da
doenga, entretanto, a quantificagiio de sua espessura ndo foi efetuada. A
membrana basal tubular ndo apresentou alteragdes em ambos os modelos,
tanto para colageno IV como para laminina. Os achados relativos a

imuno-histoquimica estdo resumidos na Tabela 12 {pag. 85).
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Figura 08 - Controle - Glomérulo normal - Figura 09 - DM por estreptozotocina - Nota-
PAS (330 X). se glomérulo com espessamento da matriz
mesangial - PAS (528 X).
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Figura 10 (b) - Controle - Laminina - Aspecto

Figura 10 (a) - Controle - Colageno IV -
normal da matriz mesangial - IPX (330 X).

Nota-se membrana basal dos capilares
glomerulares como linha continua e delgada -

IPX (528 X).

Figura 11 (a) - 2° dia - DM por aloxana - Figura 11 (b) - 2° dia - DM por
Colageno 1V - MB normal - Nota-se aumento estreptozotocina - Laminina - Mesmo aspecto
de nimero e tamanho de células glomerulares - descrito anteriormente - IPX (528 X).

IPX (528 X).



Figura 12 (a) - 10° dia - DM por aloxana - Figura 12 (b) - 10° dia - DM por

Colageno IV - Nota-se leve espessamento de estreptozotocina - Colageno IV - Glomeérulo
MB dos capilares glomerulares e matriz de aspecto normal - IPX (528 X).
mesangial- IPX (330 X).

Figura 13 (a) - 28° dia - DM por aloxana - Figura 13 (b) - 28° dia - DM por
[Laminina - Nota-se moderado espessamento estreptozotocina - Colageno IV - Mesmo
de MB dos capilares glomerulares e matriz aspecto descrito anteriormente - IPX (528 X).

mesangial - IPX (528 X).



Figura 14 (b) - 56° dia - DM por
estreptozotocina - Laminina - Mesmo aspecto
descrito anteriormente - [PX (528 X).

Figura 14 (a) - 56° dia - DM por aloxana -
Colageno 1V - Intenso espessamento de MB
dos capilares glomerulares e matriz mesangial-

IPX (528 X).
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DISCUSSAQ

Dentre as inameras complicagdes crdmicas advindas do diabetes, as
alteragdes microvasculares ocupam papel de destaque por serem
importantes causas de morbidade ¢ mortalidade do paciente diabético
(NELSON et al,, 1988). Neste contexto, a nefropatia constitui uma das
mais graves complicagdes diabéticas, caracterizando-se, inicialmente, por
hiperfiltragdo gradativa seguida de proteinuria macica, sindrome nefrética
e faléncia renal nos estagios mais tardios da doenga (MOGENSEN, 1976,
MARKS, 1976).

Embora a nefropatia diabética seja alvo de ampla investigacdo, a
elucidagdo de seus reais mecanismos pato-bioquimicos, ainda ndo esta
totalmente esclarecida (OLGEMOLLER & SCHLEICHER, 1993).
Contudo, estudos utilizando microscopia eletronica e métodos
bioquimicos tém fornecido contnbuigdes valiosas para melhor
esclarecimento da estrutura glomerular como unidade de filtragdo morfo-

funcional (TIMPL, 1989).

Desta forma, alteragdes quantitativas e qualitativas de componentes da
membrana basal glomerular no diabetes mellitus  desencadeiam
importantes disturbios funcionais renais, principalmente associados &
barreira seletiva para passagem de moléculas, em fungio da carga e
tamanho molecular (SCHLEICHER et al., 1989).

Nesse contexto fisiopatologico, onde inumeros fatores estdo envolvidos e
correlacionados, mas ndo de todo esclarectdos, ¢ que os modelos
experimentais destacam-se como importantes ferramentas para o estudo
do diabetes mellitus. Dentre eles, os induzidos por drogas (Aloxana e

Estreptozotocina), amplamente utilizados em pesquisa bésica, foram por
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4.1

nos escolhidos na tentativa de respondermos algumas questdes, de fatos
ainda pouco elucidados. Procuramos, ao induzir diabetes com 2 tipos
diferentes de drogas, ndo somente, estudar a expressdo de componentes
de membrana basal urinarios {colégeno IV e laminina) e as alteragdes
morfo-funcionais renais (glomerulares e tubulares) dos animais diabéticos,
como também verificar possiveis diferencas existentes entre os 2 modelos.
Para discutirmos essas amplas questdes, analisaremos os resultados por

tépicos.

FUNCAO RENAL

O aumento da taxa de filtragdo glomerular (TFG}) é achado caracteristico
de pacientes com diabetes mellitus insulino-dependente (DMID) de
diagnostico recente. MOGENSEN (1971) demonstrou que, em média,
40% dos diabéticos insulino-dependentes recém-diagnosticados e, 25%
dos que estdo sob insulinoterapia por curto periodo de tempo, apresentam
elevagio da TFG. Embora a hiperfiltragio glomerular possa persistir por
muitos ancs (WISEMAN et al, 1985a), apenas 30-40% dos diabéticos
desenvolvem nefropatia, com diminuigdo progressiva da TFG, proteintiria

persistente e hipertensio arterial sistémica (VIBERTI et al.; 1983).

Desde 1981, imimeros trabalhos tém verificado alteragdes hemodinimicas
em modelos murinos de diabetes induzido por drogas como aloxana e
estreptozotocina (HOSTETTER, TROY, BRENNER, 1981; JENSEN et
al., 1981; MICHELS et al, 1981; MICHELS, O’'DONNELL, KEANE,
1984, ZATZ et al, 1985; BANK et al, 1987). O comportamento
hemodindmico especifico glomerular, frente ao diabetes experimental
mostra dependéncia em relagiio ao controle metabodlico e a linhagem de
ratos utilizada, paralelamente ao que ocorre em humanos (JENSEN et al ,
1987, O'DONNELL et al, 1988). A microalbumimiria é considerada
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indicador de disfungdo glomerular precoce, sendo utilizada amplamente na
clinica como marcador de nefropatia insipiente (VIBERTI et al., 1982;
MOGENSEN & CHRISTENSEN, 1934).

Por outro lado, mais recentemente, estudos utilizando animais diabéticos
(CHOUINARD, VIAU, GRESELIN, 1992a; KANEDA et al., 1992;
CHOUINARD & VIAU, 1992b) tém enfocado a importdncia das
alteragGes tubulares renais no desencadeamento da nefropatia diabética.
Isto porque o mecanismo de excregdo urinaria de microalbumina &
proteinas de baixo peso molecular, presentes na nefropatia precoce,
envolve ndo somente filtragdio glomerular como também reabsorgio

tubular.

Em nosso estudo, verificamos que os animais diabéticos, de ambos os
modelos, apresentaram diminui¢io evidente do clearance de cretinina
endégena no ultimo dia do protocolo experimental. Entretanto, no
modelo induzido por estreptozotocina verificamos precocidade desta
queda, estatisticamente significativa, a qual, caracteristicamente, elevou-se
acima dos valores apresentados pelos controles no 28° dia de doenga,
indicando provavelmente estado de hiperfiltragdo glomerular, sabidamente
conhecido na evolugio da nefropatia diabética, que precede a fase
irreversivel e ¢ acompanhado de microalbumintria (TUCKER, 1990). Por
outro lado, o rato diabético aloxénico, diferentemente, ndo apresentou
aumento da filtragio glomerular, pelo menos que pudesse ser detectado

nos dias analisados do protocolo experimental,

A maioria dos trabalhos que visa correlacionar estado hiperglicémico e
alteragdes funcionais renais, quer em humanos, quer em modelos animais,
especificamente no que se refere a da taxa de filtragio glomerular, analisa
o comportamento do clearance de creatinina em fases um pouce mais
tardias da instalagio do diabetes . Destacamos, como exceg3o a este fato,
‘a publicagdo de TUCKER, RASCH, BLANTZ, (1993) que apresenta a -

variagdo do clearance de creatinina de ratos diabéticos-induzido por
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estreptozotocina, nos dias 7 &2 10 e 50 4 70 de doen¢a, quando
comparados aos dos controles, verificando alteragio na TFG somente nos
ultimos dias do protocolo. Nos procuramos estudar a hemodindmica
glomerular dos animais diabéticos quase que simultaneamente a injegiio
das drogas, com o intuito de verificar quais seriam os mecanismos
envolvidos nas provéveis alteragSes funcionais renais, independentes de
fatores metabolicos. Assim, a dimimuigio do clearance de creatinina,
apresentada pelo modelo induzido por estreptozotocina, no 2° dia de
doenga, provavelmente reflita disfungio glomerular decorrente da droga,
desde que nfio houve tempo suficiente de hiperglicemia para

desencadeamento de tal alteragio.

Na tentativa de aprofundarmos o estudo tubular renal dos nossos animais
diabéticos, optamos pela realizagio do clearance de litio (Cli), descrito
por THOMSEN et al (1969), por representar marcador fiel de reabsorgio
de Na e dgua pelo tibulo proximal. O ion litio possui esta propriedade
porque, além de ser filtrado livremente no glomérulo e reabsorvido no
tibulo proximal, proporcionalmente a0 Na e agua, ndo é reabsorvido,
nem secretado, nos segmentos distais do nefro (THOMSEN & OLESEN,
1984b). Assim, indices referentes a excregdo e reabsorgdo fracionais
proximais de sodio (FENa e RPNa) bem como, reabsorgéo ps-proximal
fracional de sodio (RPPNa), constituem importantes e precisos

indicadores de tubulopatias, associadas ou ndo, a glomerulopatias.

Observamos, nos 2 modelos de diabetes induzido, aumento progressivo
da FENa em relagio ao tempo de duragic da doenga. Entretanto, a
excregdo de sodio dos diabéticos aloxanicos foi nitidamente mais intensa,
alcangando niveis extremamente elevados nos 2 ultimos dias analisados do
protocolo experimental. A significincia estatistica destes resultados ndo
pode ser estimada devido ao reduzido numero de animais nestes tempos,

respectivamente, 4 e 3.
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Paralelamente a elevacgdo das taxas de excregdo de sodio, verificamos, de
maneira geral, diminuig3o progressiva da reabsor¢do proximal de sddio,
tanto no modelo aloxdnico, quanto no induzido por estreptozotocina.
Novamente, observamos que os animais do 1° modelo apresentaram

tendéncia maior a queda da RPNa.

Quando estudamos © comportamento da reabsorgio pds-proximal
fracional de sédic dos nossos animais, pudemos observar que ambos os
modelos apresentaram aumento deste pardmetro. A RRPNa apresentou
nivets maxtmos no 28° dia de diabetes para o rato aloxinico e no 56° dia

para o induzido por estreptozotocina.

O trabalho mais recente disponivel na literatura que avalia fungfo tubular
no diabeles experimental, € o de KANEDA et al. (1992), que demonstra
aumento da fragdo de excregdo proximal de sédio em ratos diabéticos-
induzido por estreptozotocina no 15° dia de doenga, quando comparados
a ratos controle. Contudo, nio verificamos presenga de estudo utilizando
clearance de litio como marcador de tubulopatias proximal e pds-proximal
no diabetes em relagdo ao tempo de doenga, tdo pouco estudos
comparando possiveis diferencas entre os 2 modelos experimentais de tais

alteragOes tubulares renats.

Nossos resultados referentes ao estudo da fun¢io tubular renal
demonstram que, ambos os modelos de diabetes apresentam, além do
comprometimento glomerular, evidente disfungdo tubular, observada
através do enorme aumento da FENa paralelo 4 queda da RPNa, nio
compensada por aumento na RPPNa. Esta tubulopatia foi mais severa no
modelo aloxinico, revelando, possivelmente, maior toxicicidade desta
droga. MARTINO et al. (1986), estudando aspectos metabdlicos e ultra-
estruturais da glomerulopatia em ratos diabéticos aloxénicos, verificaram
diminuig3o da atividade da bomba de Na'-K'-ATPase, com subseqilente

~ alteragdo da fosforilagdo oxidativa, ndo revertida com a insulinizagdo. O
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trabalho conclui que no diabefes induzido por aloxana ocorrem
importantes distirbios metabolicos, que nio parecem ser dependentes da
doenga propriamente dita. Analisando nossos dados, parece pouco
provavel que o estado hiperglicémico por si sO seja responsavel por estes
processos patologicos. Supondo-se que a tubulopatia inicia-se a partir do
2° dia de doenga, nfo haveria tempo habil para que a hiperglicemia
promovesse alteragdes bioquimicas ou morfologicas capazes de explicar
tal quadro. Novo protocolo expenmental com grupo de animais
insulinizados permitird avaliar o real papel do descontrole metabdlico na

evolugdo da tubulopatia no diabetes induzido.

Na avaliagdo da proteininia no diabefes experimental, verificamos sua
rapida manifestagio apos a indugdo da doenga, constituindo-se na
principal alteragio funcional renal em ratos cronicamente diabéticos
(RASCH & MOGENSEN, 1980; PENNEL et al., 1981). Por outro lado,
excregio aumentada de proteinas urindrias pode ser prevenida ou
revertida através do transplante de ilhotas [ pancreaticas ou por
insulinoterapia (MAUER et al, 1978, RASCH, 1980). Dentre as
proteinas excretadas na urina dos ratos diabéticos, a albumina tem sido
exaustivamente estudada, por representar marcador importante de
nefropatia diabética (TUCKER, 1990). Sabe-se que alteragdes
glomerulares precoces ocorrem no diabetes produzindo aumento da
filtragio de macromoléculas. Destas, as principais s@o: hiperfiltragdo
glomerular, hipertrofia e hiperplasia renais, glicosilagdo das proteinas,
albumina circulante e alteragdes na composigdo da matriz extracelular
glomerular (BRYAN et al., 1993).

Entretanto, trabalhos analisando cinética protéica urinaria demonstram
que o aumento da excregio de albumina urinaria no diabetes
experimental também se deve & diminui¢éio da capacidade tubular renal em
reabsorver proteinas, esta alteracio mantém comelacio diretamente

proporcinal ao tempo de doenga e mau controle (ABRASS, 1984).
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Estudos morfologicos indicam que o comprometimento da reabsorgio
tubular de proteinas esta intimamente relacionado a diminui¢io da altura
das bordaduras em escova das células tubulares proximais renais, desde
que a albumina ¢ reabsorvida por processo de endocitose (BRYAN et al.,
1993). |

A andlise das proteinirias dos animais do nosso protocolo experimental,
revelou aumento tanto significativo quanto progressivo ao longo do
tempo de doenga. Elas foram intensas ja a partir do 2° dia de diabetes,

sendo mais graves no modelo aloxénico.

Quando estudamos a excregdo de albumina urinaria, verificamos que
somente o0s ratos aloxdnicos apresentaram aumento significativo da
albumintria, fato observado precocemente (2° dia de doenga). Contudo,
ambos modelos demonstraram albumintrias elevadas significativamente
nos demais dias do protocolo, com predominio do modelo induzido por

aloxana.

Estes resultados podem ser interpretados como sendo resultantes, tanto
de fatores metabolicos alterando as fungbes glomerular e tubular renais,
quanto de fatores toxicos, inerentes a droga, desde que somente no
diabetes aloxdnico houve intensa albuminiria, praticamente simultdnea a

indugdo da doenga.

A analise qualitativa da proteinuria, avaliada através de eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS, em 5 ratos diabéticos de cada modelo
induzido e 5 ratos controle seguidos em fun¢io do tempo de doenga,
revelou peptideos com pesos moleculares variando de > 205 & 11 kDa nos
diabéticos € de 58, 15 e 11 kDa nos controles. Em ambos os modelos
experimentais, a intenstficagdo de coloragio das bandas com pesos
moleculares 58, 15 e 11 kDa nos primeiros 2 dias de diabefes, pode ser
explicada tanto por lesdo toxica das células renais, comprometendo a

reabsorgdo das proteinas plasmaticas filtradas, como por mecanismos
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relacionados 4 hiperglicemia. Desta forma, a rapida elevagio na excregdo
de proteinas apos a indugfio de diabetes, associada ao imediato declinio
apos instituigio de terapia insulinica, sugere ser a proteinuria manifestagio
aguda de alteragio da hemodindmica glomerular (PENNELL &
MEINKING, 1982). Trabalhos, utilizando ratos diabéticos, evidenciaram
glicosilagio ndo enzimatica das proteinas plasmaticas, inclusive da
albumina, imediatamente apés elevagio dos niveis de glicemia plasmatica

(DAY et al., 1979).

Quanto a excregdo progressiva de proteinas urindrias, nos 2 modelos de
diabetes, com pesos moleculares variando de >205 a 45 kDa, parece-nos
razoavel admitir que tal excre¢do se deva mais as alteragfes morfo-
funcionats desencadeadas pelo estado metabolico alterado, do que

propriamente por eventuais mecanismos toxicos das drogas.

Em ambos os modelos, a intensificagiio de coloragdo das bandas com
pesos moleculares baixos (58, 15 € 11 kDa), observada nos ultimos dias
do protocolo experimental, pode ser explicada tanto por alteragdes renais
decorrentes do diabetes, quanto por fatores nefrotoxicos. Vale ressaltar,
que as bandas protéicas dos ratos diabéticos alox@nicos apresentaram
maior intensidade de coloragdo, quando comparadas as dos ratos

diabéticos-induzido por estreptozotocina.

Estudos recentes utilizando modelos de diabetes induzido tém enfocado a
importancia das alteragdes tubulares renais, mais precisamente a enzimiria
¢ proteinuria de baixo peso molecular, como marcadores de instalagdo de
nefropatia diabética (CHOUINARD, VIAU, GRESELIN, 1992a;
CHOUINARD & VIAU, 1992b). Dentre elas, destacam-se: [2-
microglobulina (peso molecular de 11,20 kDa), desidrogenase lactica
(LDH), y glutamil-transpeptidase (yGT), alanino-amino-peptidase (AAP),
B-D-galactosidase (B-GAL) e B-N-acetil-D-glicosaminidase (3-NAG). Os

autores defendem a teoria de que a proteimiria tubular seria decorrente do
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4.2

diabefes, uma vez que a normalizagdo da glicemia resulta no retorno da
excre¢do urinaria protéica aos valores encontrados nos animais controle.
Além disto, KARUNANAYAKE, HEARSE, MELLOWS, (1976)
demonstraram que 70% da estreptozotocina injetada em ratos, por via
EV, é eliminada em aproximadamente 6 horas, afirmando que proteinirias
mantidas até 12 semanas ap0s a instalagdo da doenca, dificilmente seriam

explicadas por mecanismos nefrotéxicos.

Em nosso protocolo experimental, os animais tornados diabéticos
apresentaram evidente elevagdo da excregdo de proteinas com pesos
moleculares de 15 e¢ 11 kDa, que podem representar algumas dessas

enzimas citadas acima e, eventualmente, a propria 32-microglobulina.

Resta considerarmos se, realmente, as alteragSes promovidas por tais
drogas indutoras de diabetes ndo poderiam perpetuar-se¢ e, assim,
constituirem-se em fatores, se ndo exclusivos, coadjuvantes no

desencadeamento de proteintrias tdo elevadas.

ANALISE DE COLAGENO IV E LAMININA URINARIOS

Outro aspecto, a0 mesmo tempo fascinante e intrigante, do diabetes
mellitus é o comprometimento morfo-funcional da membrana basal dos
capilares, constituindo-se em causa final da microangiopatia diabética
(RISTELI et al., 1982). Quando analisamos, especificamente, a nefropatia
diabética, observamos que as principais alteragdes morfologicas com
repercussio funcional diretamente correlacionada sdo: espessamento da
membrana basal capilar glomerular ¢ expansio da matriz mesangial.
Trabalhos  utilizando métodos bioquimicos, para quantificacio de
componentes de membrana basal, t€m demonstrado diminuigio do

proteoglicano de heparan sulfato glomerular no diabetes, tanto em
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humanos (KANWAR et al., 1983) como em animais (ROHRBACH et al,
1982), além de aumento de colageno IV e laminina (BEISSWENGER &
SPIRO, 1973; TAYLOR et al, 1980). Tais alteracdes desencadeiam
distarbios relacionados & fungfio glomerular de transporte de

macromoléculas e barreira seletiva de carga.

HANEDA et al. (1991), estudando cultura de células mesangiais
glomerulares de ratos sob gradientes crescentes de glicose, demonstraram
aumento progressivo de colageno IV. Embora o grupo ndo tenha
elucidado se este aumento é decorrente de elevagdo de biossintese ou
diminuigiio de degradagio de colageno IV, ha maior favorecimento da
primeira hipétese. Corroborando esta teoria, outros trabalhos
demonstraram elevagio da expressio de RNA mensageiro para coligeno
IV em cultura de células endoteliais humanas (CAGLIERO et al., 1988} e
em células do cortex renal de camundongos diabéticos (LEDBETTER et
al., 1990).

Ao mesmo tempo, comegaram a surgir trabalhos estudando o
metabolismo da membrana basal através de quantificagdes por métodos
imuno-quimicos, primeiramente sérica e posteriormente, urinina, de
algumas de suas proteinas, tais como colageno IV, laminina e seus
fragmentos (MATSUMOTO et al., 1990; PIETCHMANN et al, 1988;
TORFFVIT et al., 1991; HAGASHI et al, 1992). HOGEMANN et al.
(1986), comparando pacientes diabéticos a controles, observaram
aumento dos niveis séricos da fragdo 7S do colageno IV e de laminina.
HAGASHI et al. (1992) apontaram para a possibilidade de utilizarmos a
concentragdo urinaria de colageno IV, quantificada por método de EIA,
como marcador de lesdio renal insipiente, em pacientes diabéticos sem

nefropatia instalada.

Foi, norteados por estes fatos, que passamos a analisar a expressdo

antigénica de colageno IV e laminina urinarios de ratos tornados
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diabéticos, com modelo droga-induzido, através de técnica de
“immunoblotting”, que associa o poder analitico da eletroforese a alta

especificidade da reagdo antigeno-anticorpo (STOTT, 1989).

Quando realizamos eletroforeses em gel a 14% de poliacrilamida-SDS do
colageno IV na forma reduzida, demonstramos diferentes peptideos com
padrdes compativeis aos descritos na literatura (RISTELI & TIMPL,
1980). Desta forma, o dominio NC-1 da molécula de colageno IV, da
membrana basal renal, apdés redugdo, mostrou componentes de peso
molecular variando entre 187 e 164 kDa, originarios das cadeias o; € d,
que por sua vez ddo origem a grandes fragmentos da tripla hélice de 120 a
140 kDa, ligadas por pontes dissulfidicas. Estes ultimos geram através de
novas clivagens, elementos de 100 e 75 kDa, os quats posteriormente se
quebram produzindo peptideos com peso molecular entre 15 e 70 kDa
(RAUTER & GLANVILLE, 1981). Fragmentos de pesos moleculares
mais altos derivam da redugdo do dominio 7S do coligeno IV, de 360

kDa (RISTELI et al, 1980).

Igualmente ao analisarmos a laminina, através de técnica eletroforética,
sob condigdes idénticas ao colageno IV, verificamos fragmentos de pesos
moleculares semelhantes aos descritos na literatura (FOIDART et al,
1980). Suas pontes dissulfidicas reduzidas originaram 2 cadeias
polipeptidicas de 200 a 220 kDa e 400 a 440 kDa, cujas separagdes sdo
dificultadas devida a sua reagregagdo, mesmo apos reducdo. Mesmo
assim, a estrutura proposta para a laminina define um grande componente
de 290 kDa e outro de 45 kDa, juntamente com inimeros outros de
menor peso molecular (ROHDE, BACHINGER, TIMPL, 1980).

Nosso estudo revelou que animais diabéticos, tanto aloxanicos quanto
induzidos por estreptozotocina, excretaram na urina as seguintes fracdes
de colageno IV demonstrado pelos “immunoblottings”, com anticorpo

anti- colageno IV: fragdo de 75 kDa, provavelmente derivada da cadeia o,
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do dominio NC-1 do colageno IV, em todos os dias do protocolo
experimental e fracio de 88 kDa, de igual origem, a partir do 35° dia de

doenga.

Estes dados confirmaram a hipotese da existéncia de excregdo urinaria de
fragmentos de colageno IV no diabetes mellitus experimental, além de,
mostrarem a semelhanga de produtos de excregdo em ambos os modelos.
Por outro lado, nio pudemos concluir se este achado foi decorrente de
sintese aumentada e/ou diminuigdo da degradacdo dos componentes da

membrana basal renal, levando ao seu acimulo ¢ espessamento.,

Embora HAGASHI et al (1992) tenham observado excregdo urinaria do
dominio 7S do colageno IV, com peso molecular de 360 kDa, em
pacientes diabéticos, é de esperar-se que ndo obtivéssemos resultados
semelhantes, desde que nossa metodologia, diferentemente da técnica de
EIA, ndo prevé detecgiio de peptideos com pesos moleculares tdo

elevados.

A excregio urindria da fragdo de peso molecular 88 kDa a partir do 35°
dia de doenga, nos faz refletir sobre a possibilidade do rim diabético, em
fases mais tardias da doenga, perder a capacidade de reabsorgio destes

fragmentos, indicando deterioragdo da fungio renal.

Com relagfio a anilise da excrecio urindria de laminina,excetuando-se a
fragdo protéica de 88 kDa, nossos resultados demonstraram haver certa
diferen¢a, quando comparamos os modelos de diabetes por aloxana e
estreptozotocina. A fragdo urinaria de laminina de peso molecular 108
kDa esteve presente em todos os dias do protocolo experimental, porém
com intensidades variaveis. Assim, no modelo aloxdnico, observamos
reacdo de intensidade forte para a fragdo de 108 kDa, em todos os dias
analisados, enquanto no modelo por estreptozotocina, esta reagdo ocorreu
de forma gradativa em relagdo ao tempo de doenga. Fato semelhante foi

verificado quando analisamos a excregdo urinaria da fragio de peso
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molecular 57 kDa; no diabetes induzido por aloxana constatamos sua
presenga desde o 2° dia do protocolo, através de reagdo de intensidade
fraca, a qual acentuou-se nos demais dias estudados. Entretanto, no
modelo induzido por estreptozotocina esta reagio sd pode ser verificada a
partir do 35° dia de doenga. Estes achados podem indicar, a nivel renal,
maior agressividade da droga no diabetes aloxanico, quando comparado

ao induzido por estreptozotocina.

Os fatores desencadeantes da excrecio urinaria de laminina nos nossos
animais diabéticos-induzido, sdo desconhecidos e discutidos de forma

semelhante a de colageno IV.

No protocolo experimental dos ratos-controle ndo foram detectadas

excre¢do urinaria de coldgeno I'V e laminina.

Embora estudos anteriores temham comprovado reversibilidade do
aumento sérico de tais componentes de membrana basal, através da
normalizagdo dos niveis glicémicos com instituigio de insulinoterapia
(RISTELI et al, 1982), ndo encontramos informagdes disponiveis na
literatura, analisando excre¢do uriniria destes elementos em fases
precoces de doenga, nem tampouco, comparando modelos de diabetes
induzido. Contudo, nossos achados merecem continuidade de
investigagdo, incluindo insulinizagdo dos animais diabéticos, para que

possamos obter melhor compreensdo de seus significados.

ASPECTOS MORFOLOGICOS

A presenga de espessamento da membrana basal tanto glomerular como
tubular, além da expansio da matriz mesangial como achados

caracteristicas da nefropatia diabética, levaram a exaustiva investigaciio da
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verdadeira alteragio morfologica renal desencadeada pelo diabetes

mellitus.

Assim, estudos imuno-citoquimicos possibilitaram a compreensio das
altera¢cdes dos componentes da membrana basal quanto a localizagdo e
distribuiciio no glomérulo. Empregando-se microscopia optica, FALK et
al (1983) observaram aumento de colageno IV mnas fases precoce e
intermediaria da doenga renal diabética. SCHLEICHER et al. (1988)
demonstraram intensificacio da reagdo imuno-histoquintica para colageno
IV e diminuigdo para proteoglicano de heparan sulfato na
glomerulosclerose difusa diabética. Por outro lado, nas lesGes nodulares
renais do diabetes, ndo foi observado nenhum grau de reag&o para ambos
componentes da membrana basal citados anteriormente. A nivel ultra-
estrutural, DESJARDINS et al. (1990), estudando rins normais,
detectaram localizagio preferencial das cadeias o e a2 do colageno IV
nas por¢bes subendoteliais e mesangiais glomerulares, quando
comparadas as cadeias o3 € o4 que ocupam basicamente a camada
epitelial. Tal heterogeneidade de distribuigdo dos elementos de membrana
basal glomerular poderia indicar tanto diferen¢as na origem embrionaria
de tais componentes, como principalmente, variagdes do arranjo estrutural
e funcional das membranas basais (DESJARDINS et al., 1990). Assim,
enquanto a camada epitelial da membrana basal glomerular estaria
organizada como matriz densa, a camada endotelial apresentaria estrutura
mais frouxa, facilitando a penetragio ¢ passagem de proteinas séricas
através da porgio epitelial, como demonstrado, através de estudos imuno-
citoquimicos, em animais diabéticos-induzido utilizando albumina
enddgena e imunoglobulinas séricas do tipo IgG (BENDAYAN,
GINGRAS, CHAREST, 1986; DESJARDINS & BENDAYAN, 1989).
Concomitantemente as alteragdes relacionadas ao colageno IV, ocorrem
aumento de laminina e fibronectina durante o desenvolvimento da
nefropatia diabética (OLGEMOLLER & SCHLEICHER, 1993).
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Conhecendo-se as importantes fungdes destes elementos na manutengio
da integridade da membrana basal, tais como, barreiras de filtragdo e
suporte, além de adesdo, migragdo e proliferagdo linfocitaria, conclui-se
que, alteragbes nos diferentes componentes da membrana basal, em
condigdes patologicas, correlacionar-se-tam com eventuais dishirbios
funcionais (HUDSON et al, 1989). Estudo morfologico analisando
especificamente os componentes coliageno IV e laminina na membrana
basal renal dos animais diabéticos utilizados no nosso trabalho, auxiliaria
no entendimento de sua relagdo histopatologica com a alteragdo

bioquimica-funcional encontrada.

Realizamos, inicialmente, o estudo morfolégico da membrana basal
glomerular e tubular renais através da coloragdo pelo PAS, que mostrou
leve espessamento e expansdo da matriz mesangial, em ambos os modelos
de diabetes, a partir do 10° dia de doenga. Alteragdes na espessura da
membrana basal ndo puderam ser analisadas, desde que tal avaliagdo so
seria possivel através de medigdes utilizando-se microscopia eletronica. O
acido periddico associado ao reagente de Schiff reagem com
polissacarideos do tecido, oxidando-os em polialdeidos, que por sua vez,
sdo intensamente corados (HOTCHKISS, 1948). Portanto, ¢ método
PAS por corar glicoproteinas em geral, ndo ¢é especifico para
componentes de membrana basal. De maneira coniraria, o emprego da
técnica de imuno-histoquimica, através de anticorpos anticolageno IV e
antilaminina, permite-nos identificagio de regides distintas da membrana
basal nos diversos processos patologicos, bem como observagio
estrutural dos tecidos analisados (KATOH et al., 1993).

Quando procedemos 3 técnica de imuno-histoquimica para detecgdo de
componentes da membrana basal em tecido parafinado, € indispenséivel
fazer-se a digestdo enzimitica com pepsina. Presume-se que a pepsina

tenha a capacidade de solubilizar porgSes do colageno IV e laminina,
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expondo os sitios antigénicos, eventualmente “mascarados” pela

formalina.

A utilizagdo do micro-ondas justifica-se pela acentuagéio da exposicio de
antigenos e intensificagdo da coloragiec por imunoperoxidase,
especialmente de anticorpos contra antigenos de membrana,
provavelmente decorrente da irradiagdo sobre o tecido (VAN VLIIMEN-
WILLEMS & VAN ERP, 1993).

A avaliagdo imuno-histoquimica renal dos ammais estudados revelou,
somente nos ratos diabéticos aloxdnicos, espessamento leve da membrana
basal do capilar glomerular e da matriz mesangial no 10° dia de
doenca.Este espessamento foi moderado, no 28° dia do protocolo
experimental, passando para intenso no 56° dia, em ambos os modelos de

diabetes induzido, tanto para colageno IV como laminina.

Estes achados corroboram o papel do diabetes nas alteragbes
morfologicas da nefropatia diabética; além disso, mostram-nos que, pelo
menos em parte, tais alteragées podem estar relacionadas as ocorridas no
colageno IV e laminina, quer por aumento de sintese, quer por diminuigdo
da degradagdo de tais componentes. O modelo aloxénico demonstrou
precocidade para aparecimento de alteragdes, agora correlacionadas a
‘morfologia renal, quando analisada através da técnica de imuno-
histoquimica. Este comprometimento especifico, sugere, provavelmente,
maior gravidade de doenga pela droga, desde que mecanismos
nefrotoxicos, ndo poderiam explicar tais alteragGes. Entretanto, quando
observamos os padrdes de reagdo, tanto para colageno IV como para
laminina, no 2° dia de diabefes, em ambos os modelos, pudemos verificar
alteragdes mesangiais, com aumento de tamanho e numero de células,
embora a técnica de imuno-histoquimica n3o seja a adequada para andlise
destes dados. De qualquer forma, documentamos fotograficamente estes

achados por considera-los enriquecedores no nosso estudo.
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Dessa forma, acreditamos que o avango no conhecimento das alteragdes
morfo-bioquimico-funcionais renais, bem como o detalhamento da
desestruturacio de componentes da membrana basal e seu envolvimento
na nefropatia diabética, trardo melhores subsidios para compreensio e
possivel intervengdo precoce, desta grave, ¢ ainda tdo desconhecida

patologia, o diabetes mellitus.
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5

CONCLUSOES

A anilise da fungfio renal dos animais do protocolo experimental
demonstrou diminuigdo do clearance de creatinina em fungio do tempo de
doenga. O declinio na filtragio glomerular foi acompanhado de elevagdo
pronunciada da fragdo de excregio renal de sodio, associada a diminuigio
da reabsorgdio proximal deste ion, ndo compensada por aumento de sua
reabsor¢do tubular distal. Além disso, pudemos observar elevagdes
progressivas das taxas de proteiniirias e albuminlnas, praticamente
simultineas a indugiio do diabetes mellitus. Ressaltando que estas
alteragdes renais foram mais pronunciadas nos animais diabéticos

aloxdnicos.

A excregdo urinaria de peptideos de colageno IV e laminina, detectados
através da técnica de “immunoblotting”, pdde ser observada
precocemente em ambos os modelos de DM experimental, permanecendo
presente ao longo do tempo estudado. Ela foi semelhante para todas as
fracdes de colageno IV (88 e 75 kDa) e laminina (108 e 88 kDa),
excetuando-se a de peso molecular de 57 kDa, detectada somente a partir
do 35° dia de doenga nos animais diabéticos-induzido por

estreptozotocina.

Em ambos os modelos experimentais, analisando a morfologia renal
através de coloragio com PAS, observamos leve espessamento da matriz
mesangial, a partir do 10° dia de diabetes. Os aspectos morfologicos
estudados através da técnica de imuno-histoquimica, para colageno IV e
laminina, demonstraram espessamento precoce da membrana basal do
capilar glomerular nos animais diabéticos aloxdnicos, quando comparados
aos induzidos por estreptozotocina. Contudo, nos tempos subsegientes

do protocolo experimental, verificamos semelhangas entre os resultados,
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com intenso espessamento da membrana basal do capilar glomerular e

aumento da matriz mesangial.

Concluimos, portanto, que o estudo das fun¢des glomerular e tubular
renais, no DM experimental, revelou alteragbes substanciais relacionadas
a taxa de filtragdo glomerular e 2 mecanismos de excrecio e reabsorgdo
tubulares de sodio, desencadeadas ndo somente pelo estado
hiperglicémico, mas também por fatores intrinsecos a droga, destacando-
se o0 aloxana. A excregio de fragdes de colageno IV ¢ laminina urinarias,
podem ser utilizadas como indicadores precoces de nefropatia diabética,
havendo correlagio entre os achados bioquimico-funcionais e

morfolégicos renais em ambos os modelos estudados.
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6

SUMMARY

The urine excretion of basement membrane components, specifically
collagen IV and laminin, was determinated by immunoblotting and
analyzed in male diabetic Wistar rats diabetic-induced (alloxan and

streptozotocin) and compared to controls, considering the disease period.

We also studied the renal functions: glomerular and tubular, evaluating
creatinine and lithium clearance, respectively. Moreover morphological
renal aspects were analyzed by using PAS and immunohistochemical
staining, for collagen IV and laminin, with the purpose of examining

possible alterations at the basement membrane.

In this way, we could observe urine fractions excretions of collagen IV
(88, 75 kDa) and laminin (108, 88 kDa), in both DM models, in all
periods of study. However the laminin fraction of 57 kDa, in the
streptozotocin-induced diabetic animals, was expressed only from the 5th
week of the disease, while in the alloxan-induced diabetic animals their

excretion was verified earlier (on the 2nd. day).

The renal function alterations were similar in the two models, but with
more intensity in the alloxan model. Among them we can underline
following; progressive decrease of the glomerular filtration rate, increase
of the fractional sodium excretion and decrease of the proximal

reabsorption of this ion, not compensated by distal reabsorption increase.

The morphological findings showed a thickness of the capilar glomerular
basement membrane and an increase of the mesangial matrix, beginning

earlier at the alloxanic diabetes mellitus.

In accordance with the data observed in this study, we conclude that at

the alloxan and streptozotocin induced DM, urine fractions of collagen IV
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and laminin can be used as early markers of diabetic nephropathy. Besides
this, the alloxan-induced DM produces functional renal alterations with
more intensity, mainly tubular, when compared to the streptozotocin-
induced model; in addition, the morphological alterations observed by the

immunohistochemical technic could be related to the renal biochemical-

functional alterations.
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