Bases Moleculares da Glomerulopatia Diabética

RESUMO

O principal determinante da nefropatia diabética é a hiperglicemia, mas hipertensao
e fatores genéticos também estao envolvidos. O glomérulo é o foco de lesao, onde
proliferacdo celular mesangial e producao excessiva de matriz extracelular
decorrem do aumento da glicose intracelular, por excesso de glicose extracelular e
hiperexpressao de GLUT1. Seguem-se aumento do fluxo pela via dos polidis,
estresse oxidativo intracelular, produgao intracelular aumentada de produtos
avangados da glicagdo nao enzimatica (AGEs), ativagdo da via da PKC, aumento da
atividade da via das hexosaminas e ativacao de TGF-1. Altas concentragcoes de
glicose também aumentam angiotensina Il (All) nas células mesangiais por
aumento intracelular da atividade da renina (agoes intracrinas, mediando efeitos
proliferativos e inflamatdrios diretamente). Portanto, glicose e All exercem efeitos
proliferativos celulares e de matriz extracelular nas células mesangiais, utilizando
vias de transducao de sinais semelhantes, que levam a aumento de TGF-B1. Nesse
estudo sao revisadas as vias que sinalizam os efeitos da glicose e All nas células
mesangiais em causar os eventos-chaves relacionados a génese da glomerulopatia
diabética. As alteracoes das vias de sinalizacao implicadas na glomerulopatia, aqui
revisadas, suportam dados de estudos observacionais/ensaios clinicos, onde
controle metabolico e anti-hipertensivo, especificamente com inibidores do sistema
renina-angiotensina, ttm-se mostrado importantes — e aditivos — na prevencgao do
inicio e progressdao da nefropatia. Novas estratégias terapéuticas dirigidas aos
eventos intracelulares descritos deverao futuramente promover beneficio adicional.
(Arqg Bras Endocrinol Metab 2007;51/6:901-912)

Descritores: Nefropatias diabéticas; Patogénese; Mecanismos moleculares de agao

ABSTRACT

Molecular Bases of Diabetic Nephropathy.

The determinant of the diabetic nephropathy is hyperglycemia, but hypertension
and other genetic factors are also involved. Glomerulus is the focus of the injury,
where mesangial cell proliferation and extracellular matrix occur because of the
increase of the intra- and extracellular glucose concentration and overexpression of
GLUT1. Sequentially, there are increases in the flow by the poliol pathway, oxida-
tive stress, increased intracellular production of advanced glycation end products
(AGEs), activation of the PKC pathway, increase of the activity of the hexosamine
pathway, and activation of TGF-f1. High glucose concentrations also increase
angiotensin Il (All) levels. Therefore, glucose and All exert similar effects in induc-
ing extracellular matrix formation in the mesangial cells, using similar transduc-
tional signal, which increases TGF-p1 levels. In this review we focus in the effect of
glucose and All in the mesangial cells in causing the events related to the genesis
of diabetic nephropathy. The alterations in the signal pathways discussed in this
review give support to the observational studies and clinical assays, where meta-
bolic and antihypertensive controls obtained with angiotensin-converting inhibitors
have shown important and additive effect in the prevention of the beginning and
progression of diabetic nephropathy. New therapeutic strategies directed to the
described intracellular events may give future additional benefits. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2007;51/6:901-912)
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DIABETES MELLITUS E UMA DOENCA crOnico-

degenerativa cuja prevaléncia mundial em 1995
foi de 4% (135 milhdes de portadores), sendo proje-
tada para o ano de 2025 uma estimativa de 5,4% (300
milhoes de portadores), representando um aumento
na incidéncia de 122% (1). No Brasil, esta taxa, em
1986, correspondeu a 7,6% da populagio urbana com
mais de 30 anos (2), mas dados mais atualizados, es-
pecificamente do RS, mostram quase o dobro desta
prevaléncia (12,4%) (3), confirmando as tendéncias
mundiais apresentadas.

Os individuos com diabetes tém alto risco para
a doeng¢a macrovascular e esta ¢ sua principal causa de
morte (4). Diversos fatores de risco sio passiveis de
prevengdo e tratamento, como a nefropatia diabética e
a hipertensdo arterial sistémica. A nefropatia diabética
acomete cerca de 40% dos pacientes com diabetes,
sendo a principal causa de insuficiéncia renal naqueles
que ingressam em programas de didlise. A mortalidade
dos pacientes diabéticos em programas de hemodidlise
¢ maior do que a dos nio diabéticos. Cerca de 40% dos
pacientes morrem no primeiro ano de tratamento,
principalmente por doenga cardiovascular (5), ¢ o
custo do tratamento de insuficiéncia renal cronica ¢é
clevado.

A nefropatia diabética incipiente caracteriza-se
por microalbumintria, enquanto que a nefropatia cli-
nica se caracteriza por macroalbumintria ou protei-
nuria persistentes. Nesta fase, a progressio inexoravel
a insuficiéncia renal cronica ¢ necessidade de didlise
¢/ou transplante renal eram a regra, mas o controle
metabdlico intensivo (6), tratamento rigoroso da
hipertensdo arterial ¢ o uso de drogas com efeito blo-
queador do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(7) tém sido estratégias eficazes na reducdo da inci-
déncia e desaceleragio da progressio da doenga (8).
No entanto, ainda um namero considerivel de paci-
entes desenvolve esta complicagdo e suas mais graves
conseqliéncias, sendo necessiria a identificagio dos
mecanismos envolvidos na sua génese para se obter
prevengdo ¢ tratamento mais eficientes.

O principal determinante na génese e progres-
sdo da nefropatia diabética ¢ a hiperglicemia (6), pro-
cesso que pode ser modificado por susceptibilidade
genética (9) e acelerado por outros fatores, especial-
mente a hipertensdo arterial sistémica (10). Os efeitos
no rim ocorrem especificamente nos glomérulos, foco
principal de lesdo na nefropatia diabética. O diabetes
seletivamente lesa células cujo transporte de glicose
ndo se reduz com a hiperglicemia, como ¢ o caso das
células mesangiais, endoteliais da retina e neurénios de
nervos periféricos, acarretando maior concentra¢io
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intracelular de glicose. Virios sio os mecanismos
envolvidos no dano tecidual causado pela hiperglice-
mia: aumento do fluxo pela via dos polidis, o que au-
menta a sensibilidade ao estresse oxidativo intracelular,
produgdo intracelular aumentada de produtos avan-
¢ados da glicagio ndo enzimatica (AGEs), ativagido da
via da PKC e aumento da atividade da via das hexo-
saminas (11).

Estudos histopatolégicos em humanos e em
animais de experimentag¢do verificaram que o processo
de esclerose dos glomérulos renais inicia-se com a
proliferagio de células mesangiais, que produzem ex-
cessivamente componentes da matriz extracelular, cujo
deposito excessivo ¢ a via final comum de varias do-
engas renais, inclusive a diabética (12). Os principais
componentes da matriz extracelular sio fibronectina,
laminina, tenascina e colageno (tipo IV, Ve VI) (13).
Entretanto, no glomérulo esclerético, além desses
componentes hd também acimulo de coldgeno tipo I
¢ tipo III, que geralmente ndo sio detectados na
matriz extracelular do glomérulo normal (14). O co-
ligeno tipo IV ¢ a proteina mais abundante na matriz
mesangial (12) e sua deposi¢io aumenta com a gravi-
dade da doenga glomerular (15). A tenascina, outra
proteina da matriz mesangial normal, pode também
ser encontrada em situag¢oes patoldgicas e seu acimulo
¢ proporcional ao grau de esclerose glomerular (16).

Conforme proposto por Brownlee, em sua
Banting Lecture apresentada em 2004 (11) sobre os
mecanismos patofisiolégicos do diabetes, 4 principais
mecanismos sio desencadeados pelo aumento da
glicose intracelular e a partir daf sio responsaveis pela
génese das complicagdes cronicas do diabetes: 1)
aumento do fluxo pela via dos polidis, gerando estresse
oxidativo, 2) aumento dos produtos avangados da
glicagdo nio enzimdtica (AGEs), gerando aumento de
glicagio de proteinas plasmaticas ¢ da matriz extra-
celular, 3) ativacio da via da PKC, gerando aumento
de citocinas, estresse oxidativo e fatores proliferativos,
¢ 4) aumento do fluxo pela via das hexosaminas,
gerando aumento de citocinas. O fato de que pacientes
tratados com drogas que bloqueiam um desses
mecanismos ndo terem como resultado a prevengio
completa das complicagdes cronicas, assim como nio
haver relagio aparente entre os 4 mecanismos citados,
levou o autor a propor um mecanismo unificador. Este
estd representado pelo aumento de estresse oxidativo
na mitocondria induzido pelo aumento da glicose
intracelular, o qual leva a quebra das fitas do DNA
nuclear, que ativa a poli (ADP-ribose) polimerase
(PARP). Esta modifica a atividade de uma enzima-
chave da via glicolitica, a gliceraldeido-3-fostato
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(GADPH), reduzindo sua atividade, o que ativa a via
dos polidis, aumenta a forma¢do de AGEs, ativa a PKC
¢ aumenta o fluxo pela via das hexosaminas. Estes
mecanismos estdo sumarizados na figura 1.

EVENTOS MOLECULARES DA LESAO
GLOMERULAR ASSOCIADOS A ELEVACAO
DA GLICOSE

O advento ¢ a popularizagio de novas metodologias ao
longo das duas tltimas décadas vem possibilitando um
enorme avan¢o no conhecimento das bases molecu-
lares de processos biolégicos. Uma das conseqiiéncias
imediatas deste avango ¢ a unificagdo progressiva dos
varios ramos da biologia experimental, permitindo que
a biologia molecular, biologia celular, bioquimica, ge-
nética ¢ fisiologia desenvolvam-se de maneira indis-
tinta através de abordagens experimentais. Esta revo-
lucdo nas ciéncias bdsicas nos permite identificar e
caracterizar eventos moleculares que até o momento
permaneciam pouco elucidados.

As células mesangiais glomerulares desem-
penham papel fundamental na manuten¢do da estru-
tura ¢ funcionamento fisiol6gico normal dos glomé-
rulos. Estudos iz vitro utilizando células mesangiais
cultivadas em meios com alta concentra¢io de glicose
demonstraram maior expressio de mRNA e sintese
protéica de colageno tipo IV e fibronectina (17),
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Figura 1. Representagdo esquematica das vias através das
quais a hiperglicemia, decorrente do diabetes, causa
aumento de glicose intracelular e subseqientemente
glomeruloesclerose.

AGEs: Produtos avancados de glicagao nao-enzimatica;
RAGEs: receptores para os AGEs; EROS: Espécies reativas de
oxigénio; PARP: Poli(ADP-ribose) polimerase; GADPH:
gliceraldeido-3-fosfato; DAG: Diacilglicerol; PKC: proteina
quinase C; MEC: matriz extra-celular.
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alteragdes que sio mediadas pela ativacio da PKC
(18). A glicose entra para o interior da maioria das
células, inclusive as mesangiais, por difusdo facilitada.
Este processo é mediado por proteinas integrais de
membrana especificas, os transportadores de glicose
(GLUTs) (19). Estudos com células mesangiais 7
pitro demonstraram maior expressio de GLUTI1 em
meios com alta concentragio de glicose, maior
atividade da PKC e conseqtiente estimulo a sintese de
proteinas da matriz extracelular (20).

Estudos de nosso grupo demonstraram, iz vivo,
no modelo de diabetes por STZ em ratos, maior
expressio de GLUTI1 em cortex renal, associado a
maior excre¢do urindria de TGF-f1 e microalbumi-
naria (21). O GLUT2, principal transportador res-
ponsavel pela reabsor¢io tubular de glicose, também
se encontra expresso no diabetes experimental (22),
favorecendo aumento da glicose intersticial, a qual ¢
transportada entdo para o interior das células mesan-
giais pela acio do GLUT1 (figura 1). No modelo ani-
mal de hipertensio geneticamente determinada (ratos
SHR) com diabetes por STZ, os resultados foram
semelhantes, além de se observar um efeito aditivo da
hipertensdo sobre a hiperglicemia em aumentar a
expressio de GLUT1 e GLUT2 (21). Estudos in vitro
identificaram o GLUTI1 como o principal trans-
portador de glicose nas células mesangiais de camun-
dongos (23) ¢ humanos (24). Um transporte de gli-
cose aumentado através da membrana celular pode,
portanto, amplificar os efeitos da hiperglicemia carac-
teristica do diabetes, contribuindo para a génese da
glomerulopatia diabética.

Conforme Lechey e cols. (25), em sua revisio,
experimentos . vitro com células mesangiais demons-
traram que o aumento na expressio de GLUT1 induz
a uma retroalimentacio positiva, aumentando ainda
mais a expressio de GLUT], ativando a PKC, promo-
vendo uma estimula¢io prejudicial da sintese de matriz
extracelular em células mesangiais. Com isso, a eleva-
¢do na expressio de GLUT1 parece ser o passo limi-
tante para o uso de glicose pelas células mesangiais.

Nose e cols. (26) foram os primeiros a demons-
trar que a angiotensina IT (AIl) aumenta a expressdo ¢
o acumulo de RNA mensageiro (RNAm) de GLUT1
em células mesangiais. Estes autores também mos-
traram que o efeito estimulador da AII ¢ principal-
mente mediado pelo processamento e liberagio da
heparin-binding epidermal growth factor-like growth
Sfuactor (HB-EGF) via ativagio das metaloproteinases
(MMP) com ligag¢do ao receptor (EGE-R), seguido da
ativacdo da via de sinalizagio da ERK. Previamente,
estudos desse mesmo grupo (27) ja haviam demons-
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trado que a ativagio de ERK mediava a indug¢io da
expressdo de fibronectina estimulada pela AIT em cé-
lulas mesangiais, ¢ que a fosforilagio de ERK ocorre
depois da ativagido do receptor de EGF pela ligacao da
heparina ao receptor. Nesse mesmo estudo, verificou-
se que a transativagio do EGF-R era mediada pelo
receptor AT1 para AII.

Estudos mostram que as células mesangiais pos-
suem todos os componentes do sistema renina-angio-
tensina (SRA), incluindo renina, angiotensinogénio,
receptor tipo 1 de AIl (AT1), ECA somitica ¢ ECA
N-dominio (28,29), sugerindo a existéncia de um SRA
intra-renal que parece ser regulado independentemen-
te do SRA convencional presente na circulagio san-
giliinea (30). Conforme Lechey e cols. (25) sugerem,
as células mesangiais podem nio necessitar de ECA
para a sintese de All, ¢ podem utilizar outras pep-
tidases para converter a angiotensina I (AI) em AII.
Além das células mesangiais, todos os componentes do
SRA foram detectados em células epiteliais do tabulo
proximal (31), células endoteliais glomerulares (32) ¢
células do ducto coletor (33). Em especial, sabe-se que
a ECA N-dominio encontra-se localizada no ntcleo
das células mesangiais em cultura primdria ¢ é res-
ponsével pela transcrigio de novos genes (34).

As células mesangiais sio capazes de sintetizar
fatores que promovem sua mitogénese 7 vitro, COMO
a interleucina I (IL-I) (35) e o fator de crescimento
semelhante ao fator de crescimento derivado de
plaquetas. Efeitos mitogénicos também sio descritos
na presenga do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), insulina (36), EGF (epidermal
growth factor), TGE-B, prostaglandina F,, (PGF,,) ¢
endotelina (37).

A a¢do do TGF-f depende de sua concentragio:
em pequenas concentragdes, ¢ mitogénico, mas em al-
tas concentragdes inibe a proliferacio celular, as pros-
taglandinas, nucleotideos ciclicos ¢ o tromboxano A,,
que possuem atividades anti-mitogénicas sobre a
cultura de células mesangiais. Alguns constituintes da
prépria matriz extracelular exercem efeitos sobre as
células mesangiais: a fibronectina, uma glicoproteina
de adesdo, promove a proliferagio celular (38), en-
quanto os proteoglicanos inibem o crescimento das cé-
lulas mesangiais (39), sugerindo que alguns elementos
da matriz possuam um papel na regulagio do
crescimento celular. De fato, Righetti e cols. (40)
mostraram acimulo precoce de fibronectina em cértex
renal de animais SHR tornados diabéticos.

Estudos iz vitro mostram que meio de cultura
com alta concentragio de glicose exerce influéncia
sobre o crescimento de células renais e sobre o cres-
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cimento da matriz extracelular, de forma semelhante
ao que ocorre in vivo (41). Além disto, altas con-
centragoes de glicose em culturas de células mesangiais
de ratos aumentam a produgio de AII (42).

Vidotti e cols. (29) demonstraram que, em
condi¢Oes basais, as células mesangiais secretam proé-
renina, mas na presenca de altas concentragdes de
glicose ocorre um decréscimo desta secregdo. Apds um
tempo de 72 horas de exposi¢io das células mesangiais
ao meio contendo alta concentragdo de glicose, so-
mente o RNA mensageiro da ECA ¢ angiotensinogé-
nio estdo elevados. Esses resultados sugeriram que al-
tas concentracoes de glicose induzem aumento da ge-
racio de AII nas células mesangiais em decorréncia do
aumento intracelular da atividade da renina mediado
por trés fatores: estimulacio tempo-dependente da
transcri¢do do gene da pré-renina, redugio da secre¢io
da pré-renina e aumento da conversio da pré-renina
em renina ativa, mediado pela catepsina B.

O aumento do RNA mensageiro do angio-
tensinogénio em paralelo ao aumento da atividade da
renina indica que a alta concentra¢io de glicose tam-
bém aumenta os niveis do substrato para a renina,
sugerindo que, ao lado da renina, a ECA estd direta-
mente envolvida no aumento da AIl nas células
mesangiais. A produg¢io de Al pelas células mesangiais
sob estimulag¢do da glicose faz com que este hormonio
tenha ag¢des intracrinas mediando os efeitos prolife-
rativos ¢ inflamatorios diretamente, com conseqiiente
proliferagio celular, expansio de matriz ¢ inflamagio,
contribuindo diretamente com a esclerose glomerular
observada na nefropatia diabética (29).

Como vimos acima, ambas, glicose ¢ angio-
tensina II, parecem exercer efeitos similares sobre
células mesangiais em cultura, promovendo o cresci-
mento celular, prolifera¢io da matriz extracelular ¢
inibindo a sua degradagdo (29). Possivelmente glicose
e AIl utilizam semelhantes vias de transducdo de si-
nais, que em ultima andlise levam a um aumento da
produgio celular de TGF-f (32).

O aumento de glicose em culturas de células
ativa mecanismos ¢ vias que levam ao aumento da
transcricdo do TGF-f1 em células mesangiais; entre as
conhecidas est a ativagio da via MEK-ERK (43) ¢ a
ativagio da PKC. Além do aumento de glicose no
meio de cultura, sabe-se que a AIl também tem efeito
estimulador da transcri¢io e ativagio do TGE-B1 (44).
Uma vez ativado nas células mesangiais, o TGF-p1
pode determinar aumento na apoptose dessas células
(45), da proliferagio celular (46), da formagio e
deposi¢io de proteinas de matriz como laminina,
fibronectina e colageno do tipo I e do tipo IV (47,48),
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diminui¢io da degradagio das proteinas de matriz por
aumento da expressio de PAI-1 (inibidor do ativador
de plasminogénio-1), induzindo assim esclerose glo-
merular (37,43).

Os mecanismos pelos quais o aumento de glicose
no meio de cultura pode induzir disfun¢io nas células
mesangiais, ¢ outros tipos celulares, envolvem aumento
da sintese autdcrina de fatores de crescimento (TGE-B1,
All, fator de crescimento derivado de plaquetas ¢ endo-
telina 1) ou alteracio das vias de sinalizagio como a da
PKC (49). Esses fatores de crescimento, além de poder
promover diretamente a alteragdo de vias de sinalizacio
intracelulares, estimulam a producio de espécies reativas
de oxigénio (ROS), que por sua vez podem atuar como
segundo mensageiro (50). Além desses efeitos, o
aumento de glicose no meio de cultura promove
alteragdo na sinalizagio de Ca2+ nas células mesangiais.
Mené e cols. (51) demonstraram que o influxo de cilcio
estava reduzido em meios com alta concentragio de
glicose. Seguindo essa mesma linha de estudo, Hua ¢
cols. (52) demonstraram que a elevagio de glicose no
meio suprime a sinalizagio de Ca2* em resposta a
endotelina 1, e sugerem que esse efeito estd associado a
modula¢io das sub-unidades da PKC (PKC-f3 ¢ PKC-9)
¢ da produgio de ROS pelas células mesangiais.

Xu & Kyriakis (53) demonstraram que AGEs
em cultura de células mesangiais estimulam a fosfo-
rilagio de ERK via ativacio da sub-unidade K-Ras, de
maneira dependente da ativagio de PI3K, proteina
efetora de Ras na maioria das, mas nio em todas as,
vias de sinaliza¢io (54). Inibidores farmacolégicos de
Ras tém sido extensivamente utilizados em estudos
para a terapia do cincer, ¢ pesquisadores sugerem que
esses inibidores também poderiam ser Gteis na pre-
vengdo de doengas renais (55).

Resultados anteriores de Danesh e cols. (56)
demonstraram que as células mesangiais expostas a
meios com alta concentragio de glicose apresentavam
maior proliferacdo e expressio das proteinas da familia
das GTPases, Ras ¢ Rho. Nesse mesmo estudo, foi
observado que o co-tratamento das células mesangiais
com um inibidor da HMG-CoA redutase, a sim-
vastatina, revertia os efeitos causados pela elevagio da
glicose no meio na indugio de Ras ¢ Rho ¢ na proli-
feragdo. O processo de prenilagio ¢ insuficiente para a
transloca¢do e localizagio na membrana das isoformas
de Ras, necessitando de um sinal adicional para sua ati-
vacdo. Danesh e cols. (56) sugerem que o sinal adi-
cional pode ser tanto promovido pelo farnesil como
pelo geranilgeranil, que sio modificagoes nos lipides
indispensaveis pela ancoragem funcional da proteina
Ras na membrana plasmatica.

Arq Bras Endocrinol Metab 2007;51/6

Outra familia de proteina relacionadas as
GTPases siao as Arfs, que podem modular o recruta-
mento de proteinas quinases de membrana e ativar
eventos de sinaliza¢do via interacio com a PKC. Ja foi
demonstrado que o diabetes induz alteragdes no fené-
tipo das células mesangiais por ativagido das isoformas
de PKC. Padival e col. (57) demonstraram, em células
mensagiais cultivadas com alta concentra¢io de glicose
no meio de cultura, aumento da presenga de PKCp1 e
Arf 6 na membrana, e sugeriram que Arf 6 poderia
atuar nas alteragoes do fenétipo das células mesangiais
associadas a glomerulopatia diabética.

Lin e cols. (58), estudando outras proteinas da
familia das GTPases, avaliaram a indug¢io de fibronectina
pela alta glicose em células mesangiais. Neste estudo,
descreveram a expressdo ¢ ativagio de Rap 1f ¢ a impor-
tincia de PKC e Raf na sintese de fibronectina, ¢ demons-
traram que a alta concentra¢io de glicose causa ativagao
especifica de Rap 1, uma vez que Rap 2f3 permaneceu
inalterada neste ambiente. Além disso, demonstraram que
Raplp estimula a sintese de fibronectina ¢ que esse efeito
da alta concentra¢io de glicose na Rap e fibronectina é
dependente de PKC e de Raf; e independente de PDGEF,
sugerindo um novo caminho de aumento de produgio de
proteinas de matriz estimulado pela alta concentragio de
glicose que é PKC-Raplf-Raf (58).

Schnaper e cols. (59), avaliando as proteinas de
matriz, demonstraram que o TGEFf1 estd relacionado
com o acimulo de coligeno tipo 1 por estimulagio via
Smad. Em outro estudo, demonstraram que TGFp1 ra-
pidamente induz rearranjo do citoesqueleto das células
mesangiais por aumento das fibras de estresse (o-actina),
por promover a redistribui¢do ¢ a uniio do complexo de
adesdo focal, como também por modular a proteina Rho
da familia das GTPase. Esses autores verificaram que a
inibi¢do de Rho por toxina B C. difficile ou por Y-27632
bloqueava o efeito deletério do TGF-B1 na estimula¢io
da expressio de colageno do tipo I (60).

EVENTOS MOLECULARES DA LESAO
GLOMERULAR DO DIABETES
ASSOCIADOS AO OXIDO NITRICO

Em modelos experimentais de glomerulopatia, des-
considerando-se 0 mecanismo de lesio renal, o 6xido
nitrico (NO) tem sido identificado como um potencial
regulador do controle da prolifera¢io das células me-
sangiais (61), o que implicaria em seu papel de mo-
dificar a deposi¢ao de matriz extracelular no mesingio,
contribuindo para a progressio das anormalidades
glomerulares (62).
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A importincia do tempo de exposi¢io a alta
concentragio de glicose, tanto em cultura de células
como em modelos experimentais % vivo, sio impor-
tantes no entendimento da fisiopatologia do o6xido
nitrico nas modifica¢des glomerulares (63).

O 6xido nitrico ¢ uma molécula gasosa e reativa
com uma meia-vida de poucos segundos, formado a
partir do aminoacido L-arginina em uma rea¢do de
oxidagdo catalisada por uma familia de enzimas
denominadas de 6xido nitrico sintases (NOS) (64).
Duas destas isoenzimas sio dependentes de cilcio e
expressas constitutivamente nas células endoteliais
(eNOS ou tipo III NOS) e nas células neuronais
(nNOS ou tipo I NOS), e a expressio da terceira
isoenzima (iNOS ou tipo II NOS), independente da
presenga de célcio, ¢ dependente de um estimulo
imunolégico ou inflamatério, podendo ser expressa
em uma variedade de células (65). A acio do oxido
nitrico ndo se dd através da utilizagio de receptores
celulares, apenas difunde-se pela membrana celular
ativando seu segundo mensageiro, guanilato ciclase,
que por sua vez atua sobre proteinas-alvo ativando
varias cascatas de proteinas quinases, incluindo as vias
da MAPK, JAK ¢ JNK (66). Essas respostas intra-
celulares desencadeiam efeitos fisiologicos importan-
tes, como o de ser um potente vasodilatador, com
importante repercussio tanto na regulagio da pressio
arterial quanto na fungdo renal (67).

O o6xido nitrico também pode reagir com
espécies reativas de oxigénio (68), atuando nas vias de
sinalizagdo de fatores de crescimento, como o NGF e
VEGF (69), ou reagindo diretamente com o 4nion
superoxido formando peroxinitrito, potente oxidante
celular, envolvido na progressio da doenga renal.

Na progressio do diabetes, observa-se acimulo
progressivo dos AGEs associado com a hiperglicemia
(70). Estudos recentes demonstraram que os AGEs
induzem a expressio da iNOS em células mesangiais,
pela ativagdo das citocinas NF-xB ¢ p38 MAPK (71).
Noh e cols. (72) também demonstraram que, em
cultura de células mesangiais, o ambiente rico em
glicose aumentava a expressio da iNOS e que esta, por
sua vez, induzia a expansio extracelular pelo aumento
da deposi¢io de fibronectina.

Em glomérulo isolado de animais diabéticos,
observou-se correla¢do entre a ativagio da PKC ¢ a
supressio do 6xido nitrico. Em cultura de células me-
sangiais, verificou-se aumento das proteinas de matriz
mediado pela PKC e redugio do GMPc. O aumento
da PKC relaciona-se aos niveis celulares aumentados
de diacilglicerol, maior modulador endégeno das vias
glicoliticas da metabolizag¢do da glicose. Em conjunto,
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estas observagoes sugerem que o prejuizo da formagio
do GMPc, mediado pela redug¢io do 6xido nitrico, em
resposta ao aumento da PKC em ambiente rico em
glicose, pode representar uma importante via pela qual
a toxicidade da glicose ¢ traduzida em aumento da
susceptibilidade celular no diabetes (73).

Veelken e cols. (74) mostraram que, no dia-
betes experimental de 2 semanas induzido por estrep-
tozotocina, o aumento da expressio ¢ da atividade da
eNOS, tanto em glomérulo quanto na arteriola afe-
rente, seria a causa do aumento do 6xido nitrico que,
por sua vez, levaria a hiperperfusio glomerular,
contribuindo para iniciagio da nefropatia diabética.
Em cultura de células mesangiais, altas concentragoes
de glicose estimulavam a expressio tanto do RNA
mensageiro quanto da proteina da iNOS via ativagdo
da PKC, promovendo acimulo da matriz extracelular,
corroborando as avaliagoes iz vivo (72). Khamaisi e
cols. (75) mostraram tendéncia ao aumento da
expressio da eNOS no cértex renal apés 1 semana de
diabetes, mantendo tal aumento apds 2 a 8 semanas. A
expressdo da isoforma nNOS, por sua vez, foi reduzida
em 52% apds 2 semanas de diabetes (75).

A fosforilagio da eNOS pela PKC reduz sua
atividade catalitica (76), que, por sua vez, seria acom-
panhada pela fosforilagio da Thr495 e desfosforila¢io
da Ser1177 (77). Tal interagdo entre PKC e eNOS su-
gere uma forte associagdo entre diabetes e redugio da
NOS renal. Por outro lado, em cultura de CMS, a alta
concentragdo de glicose leva ao aumento de citocinas
que estimulam a sintese da iNOS, principalmente
mediada pela PKC e aldose redutase, promovendo
expansio da matriz extracelular pela deposi¢io de
fibronectina (72).

Em células endoteliais, a Akt tem sido
identificada como uma das responsiveis pela ativagio
da eNOS, independentemente da presen¢a do célcio
(78), através da fostorilacao da Serl177/1179. Feliers
e cols. (79) descreveram aumento da fosforilagio da
tirosina em proteinas de cortex renal em camundongos
geneticamente modificados, com diabetes (db/db),
como a PI3K, Akt ¢ ERK1 /2.

Trabalhos iz vitro tém demonstrado que a
eNOS ¢ regulada por uma via coordenada de
fosforilagio e desfosforilagio de residuos de ami-
nodcidos, como a tirosina, serina ¢ treonina (80). Por
exemplo, a fosforilagio da Ser1177 /1179 leva a ativa-
¢do da enzima NOS (81), enquanto que a fosforilagio
da Thr495 tem efeito oposto, desativando a NOS
(80). No diabetes, virias vias de sinalizacio podem
estar alteradas, influenciando a fosforilagio da eNOS e,
provavelmente, das demais isoformas da NOS.
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O aumento da expressio da iNOS relaciona-se
de forma geral com o processo inflamatério que acom-
panha a nefropatia diabética, nio tendo papel na
hemodinamica renal normal. Por outro lado, a eNOS,
expressa nas células endoteliais glomerulares, além de
contribuir de forma expressiva com o 6xido nitrico pa-
ra as fungoes renais normais, parece estar envolvida nos
estagios iniciais da nefropatia. Tal controvérsia envolve
o modelo e espécies experimentais estudados, o tempo
do diabetes, controle metabdlico, tratamento ou nio
com insulina e, principalmente, o método de avalia¢io
do 6xido nitrico ou da enzima NOS utilizados.

O papel do éxido nitrico na nefropatia diabética
ainda ndo estd claro. Sabe-se, entretanto, que estd
envolvido tanto na fase precoce quanto na tardia da
doenga renal. Chin e cols. (82) sugerem que esta apa-
rente ambigiiidade da agio do 6xido nitrico deva-se a
efeitos diferentes: o 6xido nitrico teria um efeito direto
induzindo a nitrosilagio de proteinas envolvidas na
prolifera¢io celular, ¢ um efeito indireto modulando a
atividade e¢/ou produg¢io de outros mensageiros
celulares, que por sua vez inibiriam a prolifera¢io
celular. Esta idéia sugere que o 6xido nitrico em con-
dicoes fisioldgicas, na auséncia de estimulo, ndo estaria
envolvido na modulacio do crescimento celular, ao
passo que, na presen¢a de estimulo, o aumento do
oxido nitrico teria papel importante regulando o cres-
cimento celular.

EVENTOS MOLECULARES DA LESAO
RENAL ASSOCIADOS AO SISTEMA
RENINA-ANGIOTENSINA

O SRA vem sendo extensivamente estudado no dia-
betes, com alguns resultados conflitantes: aumento,
diminui¢io ou ndo alteragio do SRA (32). Estas dis-
crepancias podem ser explicadas devido a quantidade
de fatores que influenciam o SRA e diferentes espécies
¢ estagios da doenga estudados (25), bem como o
nivel glicémico estabelecido durante a doenga (30).
Virios modelos de diabetes mostram que o
nivel renal de renina estd elevado em relag¢ao aos niveis
plasmiticos, sugerindo uma diminui¢io na liberagio
renal de renina na circulagio (83). Estudos com
micropun¢do mostram que a concentragio de AIl em
diversos compartimentos intra-renais ¢ muito maior
do que a concentragido sistémica (84). Sendo assim, a
atividade da renina plasmitica pode ndo refletir
corretamente a condi¢io do SRA no rim (85).
Resultados obtidos de experimentos realizados
em ratos diabéticos sugerem que o uso de um agente
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anti-hipertensivo especifico (inibidores da ECA) pode
preservar a fung¢do e a estrutura renal independente de
seus outros efeitos na pressao sangiiinea sistémica (86).
Nestes animais, o uso de agentes anti-hipertensivos
convencionais preveniu parcialmente o desenvol-
vimento de glomeruloesclerose. Entretanto, o uso de
captopril (inibidor da ECA) preveniu completamente o
desenvolvimento de glomeruloesclerose. O possivel
mecanismo de prote¢do postulado seria a diminui¢io
do efeito constritor tonico da Al na arteriola eferente,
levando a diminuigdo da pressao intracapilar glomerular
¢ ao bloqueio dos efeitos da AIl sobre o crescimento
celular e produgio de matriz extracelular no rim (87).

Estudos recentes t¢ém ampliado nosso conheci-
mento sobre eventos celulares mediados pela All, su-
gerindo que seu papel biolégico é tio amplo que vai do
intracelular ao tecido ou ao sistema. Apesar da All ser a
substincia ativa mais importante do SRA, outras an-
giotensinas produzidas tém agdes especificas e, entre as
melhores caracterizadas até o momento, incluem-se as
angiotensinas 111 e IV e a angiotensina (1-7) (88). To-
das estas angiotensinas podem ser produzidas a partir do
mesmo precursor, o angiotensinogénio, por agio da
renina e outras reagoes enzimaticas. Entre estas, a
angiotensina (1-7) tem sido a mais estudada, geral-
mente apresentando efeitos opostos aos da All, levando
a vasodilatagio mediada por éxido nitrico, potenciando
o efeito hipotensor da bradicinina, facilitando o reflexo
presso-receptor e participando do efeito antitrombético
de drogas como captopril ¢ losartan (88).

Além das fungoes ja caracterizadas, a All vem
sendo considerada como uma citocina multifuncional
com propriedades ndo-hemodinimicas, entre as quais
a de fator de crescimento, de citocina pro-fibrino-
génica ¢ pré-inflamatéria (89), ¢ moduladora da res-
posta imunoldgica, como a quimiotaxia, a proliferag¢io
e a diferenciagio de mondcitos em macréfagos (90).
De fato, a All tem vérios efeitos como induzir a adesio
de leucdcitos a células endoteliais, modular a expressido
de e-selectina, uma molécula de adesio que estd im-
plicada no contato inicial entre leucdcitos e endotélio
e que desempenha um papel importante no processo
de rolamento de leucdcitos e, conseqiientemente, na
inflamag¢io (91).

No modelo de hipertensio induzido por altas
concentragoes plasmaticas de AIl observam-se lesoes
teciduais decorrentes de seu efeito vasoconstritor,
aumento da secre¢do de endotelinas ¢ aldosterona e
disfun¢do endotelial pela producio de estresse oxida-
tivo, ¢ pelo aumento da adesdo de leucocitos as células
endoteliais (92). Além disso, virios estudos demons-
traram que o bloqueio da a¢do da AlIl previne a infla-
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magio, a expressio de MCP-1 e a infiltragio de moné-
citos na parede arterial, assim como diminui a resposta
inflamatéria renal e a hipertensao arterial (93).

A maioria das a¢oes cldssicas da AIT é mediada
pelo receptor ATy (94). Em ratos hipertensos trans-
génicos (com genes de renina e angiotensinogénio hu-
manos), o tratamento com inibidores da enzima con-
versora ou com inibidores do receptor AT, preveniu o
desenvolvimento de albumintria, recrutamento de
mondcitos e resposta vascular inflamatéria (95).
Demonstrou-se, também, que a estimulagio de re-
ceptores AT provoca hipertrofia ¢ aumento da sintese
de matriz extracelular em células musculares lisas (96).

Amiri e cols. (97) demonstraram que a alta
concentragio de glicose potencializa os efeitos das AIl
na indugdo da ativacio de JAK2 (fosforilagio em resi-
duo de tirosina), o qual é acompanhado da tosforilagio
em tirosina ¢ /ou serina de STAT1 e STAT3 em células
mesangiais ¢ células de musculatura lisa de vaso. A
ativagdo de JAK2 ¢ essencial para a indug¢do da pro-
ducio de coldgeno tipo IV e proliferagio induzida tan-
to pela alta concentragio de glicose como também
pela AIlL. Além disso, estudos desse mesmo grupo de-
monstraram que a ativagio de JAK2 e STAT1 ¢ um
processo necessirio para a indug¢io da producio de
TGEF-B1 e fibronectina estimulada pela alta concen-
tragdo de glicose nas células mesangiais (98).

Banes e cols. (99) demonstraram que a alta con-
centragdo de glicose estimula a fosforilagio de JAK2,
STATI1 e STAT3 in vivo, ¢ que a fosforilacio destas
proteinas era reduzida quando os ratos eram tratados
com o inibidor de AT1 (candesartan) e pelo inibidor
de JAK2 (AG490). Em adi¢io, este estudo demons-
trou que em ratos diabéticos a administragio de
AG490 reduziu tanto a pressdo sistélica quanto a ex-
cre¢do urindria de proteina (99). Esses resultados in-
dicam uma importante relagdo entre a via de sinali-
zacdo JAK/STAT, a indugdo da produgio de proteinas
de matriz e a prolifera¢io de células mesangiais, even-
tos presentes na nefropatia diabética.

Recentemente, Banes-Berceli e cols. (100) de-
monstraram que a utilizagdo de simvastatina suprimia
os efeitos da alta concentra¢do de glicose e da AIl na
ativacdo de JAK2, STATI1 ¢ STAT3 em células mesan-
giais i vitro ¢ em glomérulo de ratos diabéticos in
rivo. Concomitantemente, este estudo mostrou que a
simvastatina promovia a redu¢do na produgio de coli-
geno tipo IV em células mesangiais exposta a altas con-
centragoes de glicose sozinha ou associada com All,
além de demonstrarem que o tratamento com a sim-
vastatina em ratos diabéticos também reduzia a
excre¢do de proteinas.
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EVENTOS MOLECULARES DA'LESAO
RENAL ASSOCIADOS AOS LIPIDES

Desde Kimmelstiel & Wilson (101), com a descri¢io
da glomeruloesclerose nodular cldssica e da presenga
de depositos de lipides nos rins diabéticos, varios pes-
quisadores também jd verificaram depésito de lipides
em rins diabéticos de humanos ou animais experi-
mentais, ¢ estes pesquisadores propdoem que depdsito
lipidico pode ser um fator na patogénese da doenga
renal diabética (102).

A alta concentragdo de glicose, All, noradre-
nalina, bradicinina, TGF-f ¢ o PDGF podem ativar
fosfolipases intracelulares (fosfolipase A2), promo-
vendo a formagio de dcido araquidonico, que pode ser
metabolizado pelas ciclooxigenases, citocromos P-450
(CYPD) e lipooxigenases (LO) (103). A metabolizagio
do 4cido araquiddnico catalisado pelas CYP é uma
importante via de forma¢io de mediadores autdcrinos
¢ paracrinos de numerosos efeitos biologicos.

A 6mega hidroxilagio do dcido araquiddnico
gera niveis significativos de 20-dcido hidroxieicosa-
tetraendico (20-HETE) e acido epoxieicosatriendico
estéreo especifico (EETs) em vérios tecidos, princi-
palmente em vasculatura, pulmdo ¢ tabulos renais
(104). O 20-HETE apresenta virios efeitos; em célula
muscular lisa inibe a condutincia de cilcio ativado
pelos canais de potéssio, resultando em despolarizagio
das células lisas (105).

O aumento na expressio ¢ fun¢io de CYP sub-
tipo 4A (CYP4A) foi documentado em rim de animais
diabéticos (104). Zangar & Novak (106) demons-
traram que a elevagio intracelular de 4cidos graxos
durante o diabetes contribuia com os efeitos no
CYP4A. Em adigdo a esses achados, Kroetz ¢ cols.
(104) demonstraram que a ativagio de PPARa ¢ um
passo necessirio nos efeitos da diabetes para a trans-
crigio de CYP4A. Kroetz & Xu (107) sugerem que
baixas produgoes renais de 20-HETE em diabetes
podem promover efeitos protetores por reduzir as
acoes vasoconstritoras desses eicosandides.

As LO sio enzimas da familia que ndo contém o
grupo ferro no heme (nonheme iron-containing enzymes)
e que insere o oxigénio molecular nos 4cidos graxos
poliinsaturados (108). Kang e cols. (109) demonstraram
que a expressdo do gene da enzima 12 /15 lipoxigenase
e sua proteina aumentavam pela elevagio da concen-
tracido de glicose em células mesangiais. Além disso, de-
monstraram que a expressdo de fibronectina do glomé-
rulo de ratos estava associada com o aumento da ex-
pressio de 12-lipooxigenase, implicando essa enzima na
patogénese da nefropatia diabética.
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Reddy e cols. (110) demonstraram que lipides
oxidados, tais como o 12(S)-icido hidroxieico-
satetraendico [12(S)-HETE], podem diretamente
induzir em células mesangiais hipertrofia ¢ a produg¢io
de proteinas de matriz extracelular, com efeito similar
ao da AIl. Além disso, esses pesquisadores demons-
traram que tal efeito acontece porque o 12(S)-HETE
¢ capaz de ativar a p38MAPK e o fator de transcri¢do
nuclear CREB (cAMP-responsive element-binding
protein), sugerindo dessa forma que a ativagio de 12-
lipooxigenase ¢ producio de 12(8)-HETE podem es-
tar envolvidos em multiplos eventos relacionados com
o desenvolvimento da nefropatia diabética.

Sun e cols. (111), por sua vez, usando o modelo
estreptozotocina para indu¢io de diabetes em ratos,
demonstraram que os depésitos de lipides ocorrem sem
qualquer alteragdo nos niveis séricos de colesterol ou
triglicerideos. Além disso, verificaram que o aumento
renal dos depositos de lipides estava correlacionado
com o aumento da expressio da proteina ligante do
clemento responsivel a esterdides -1 (SREBP-1), o que
resultava num aumento da expressio da enzima-chave
na sintese de dcido graxo (4cido graxo sintase) e num
aumento no acumulo de triglicerideos. Neste mesmo
estudo, os autores verificaram que o acamulo de tri-
glicerideos ¢ 0 aumento da expressio do SREBP-1 in-
duziam aumento da expressio do TGF-f1 e do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), como tam-
bém aumento de coligeno e de fibronectina, o que po-
de resultar na glomeruloesclerose ¢ na proteintria.

A significAncia clinica do aumento dos con-
teddos de lipides nas doengas renais estd no desenvol-
vimento da esclerose glomerular, que pode progredir
para a insuficiéncia renal (112). O efeito potencial das
triglicérides como mediador de doengas renais diabé-
ticas ¢ ilustrado nos estudos com pacientes diabéticos
que fazem tratamentos com agonistas de PPARa e que
apresentam redugdo nas concentragoes séricas de trigli-
cérides, resultando também em uma significante redu-
¢do para proteintria, um marcador clinico para a
injaria renal diabética (113).

Os PPARs (receptores ativados por prolife-
radores de peroxissoma) sdo fatores de transcri¢io de
uma superfamilia de receptores nucleares, caracteri-
zados por seu padrio de distribui¢do nos tecidos e por
sua fun¢io metabdlica, onde os membros da familia
dos PPARs desempenham papel-chave no metabo-
lismo de lipideos (104,114,115).

Como mencionado anteriormente, o TGE-f1
modula o desenvolvimento da glomeruloesclerose pela
estimulagio da produg¢io das proteinas de matriz
extracelular, pelas células mesangiais. Wilmer e cols.
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(116) demonstraram que a estimulagio do PPARa
antagonisa a expressio do TGE-B1 em células mesan-
giais humanas. Utilizando a técnica de RT-PCR ¢ imu-
no-histoquimica, estes autores demonstraram que as
células mesangiais apresentam PPARa e que os ligan-
tes de PPARa (Wyl4643 ou clofibrato) podem atuar
na modula¢io do TGF-p1.

Routh e cols. (117) demonstraram, através de
RT-PCR, a presenca de PPARa ¢ PPARy em células
mesangiais de ratos, ¢ que o tratamento com trogli-
tazona resulta em uma significante redug¢io no coligeno
tipo I e uma pequena redug¢io na producio de laminina,
entretanto o tratamento com clofibrato nio apresentou
nenhum efeito na sintese de laminina, mas conseguiram
induzir uma reducio na sintese de coligeno tipo I nas
células em cultura com alta concentrag¢do de glicose.

De forma similar, Tsuchiya e cols. (118) de-
monstraram a presenga do RNAm do PPARy em cé-
lula mesangial isolada de rato, e verificaram que a tro-
glitazona inibe a proliferacio ¢ induz apoptose nessas
células, sugerindo um efeito direto na fun¢io renal.
Parameswaran ¢ cols. (119) também demonstraram
que outro membro da familia das tiazolidinedionas, a
ciglitazona, induz apoptose em células mesangiais ¢
causa significante reduc¢do no crescimento celular.

CONSIDERACOES FINAIS

Os mecanismos patogenéticos associados a glome-
rulopatia diabética ainda ndo estio totalmente escla-
recidos, porque muitos dos eventos moleculares asso-
ciados a lesdo renal ainda precisam ser desvendados.
Contudo, sabe-se que as alteragdes na viabilidade das
células mesangiais ¢ nos depositos de matriz, estimu-
ladas direta ou indiretamente pela elevag¢io da glicose,
estdo relacionadas com a lesio renal associada ao dia-
betes. Além disso, a literatura relata que nio existe uma
estratégia terapéutica especifica que possa ser recomen-
dada para a nefropatia diabética, sendo possivel apenas
controlar parcialmente os fatores associados a génese ¢ a
progressio da glomerulopatia diabética. Dessa forma, as
pesquisas direcionadas a compreensio dos mecanismos
moleculares da glomerulopatia diabética poderio
resultar em terapias mais apropriadas a serem testadas e
utilizadas posteriormente.
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