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RESUMO

Introducdo: A insuficiéncia renal cronica ¢ uma fonte significativa de morbilidade e
mortalidade, sendo a Diabetes mellitus a sua principal causa. Os produtos finais de glicacéo
avancada (AGEs) tém um papel importante tanto na nefropatia diabética como noutras
doencgas renais e o Metilglioxal (MG), um intermediario reactivo da formacdo de AGEs,
encontra-se aumentado nos individuos diabéticos. A Piridoxamina (PM) é um derivado da
vitamina B6 que, in vitro, € um inibidor da formacao de AGEs p6s-Amadori.

Objectivo: Avaliar a capacidade da PM reverter ou atrasar a lesdo renal induzida por MG.
Meétodos: Foram estudados trés grupos de animais (ratos Wistar) — um grupo controlo e dois
grupos a que foi administrado MG (65 mg/kg/dia per os) durante 8 semanas, tendo um destes
recebido, posteriormente, PM (1g/L) durante 4 semanas.

A analise de varios parametros (glicacdo, fibrose, apoptose e angiogénese) no tecido renal foi
realizada por Western Blot. Procedeu-se também a avaliacdo do stress oxidativo local (sonda
para anido superdxido) e da estrutura renal (técnica do Acido Periodico de Schiff).
Resultados: O MG aumentou os niveis de AGEs (CML) e a expressdo dos seus receptores a
nivel renal, e a administracdo de PM reduziu os niveis de CML. O MG induziu aumento da
forma clivada do TGF-f e diminuicdo da razdo Bcl-2/Bax, alteragdes restauradas com a
terapéutica com PM. N&o houve alteragdo da forma precursora do TGF-f e dos marcadores de
angiogénese. Observou-se um aumento de stress oxidativo com a administracdo de MG,
parcialmente revertido pela PM. As lesdes histoldgicas induzidas pelo MG foram semelhantes
as encontradas na nefropatia diabética, havendo reversao parcial destas com a PM.
Conclusao: O MG tem um papel relevante na inducdo de lesdo renal e a PM, por reverter em
parte estas lesdes, pode afigurar-se como um agente terapéutico direccionado para as

patologias renais em que os AGEs tém um papel significativo.
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Abreviaturas: AGEs, advanced glycation end-products (produtos finais de glicacédo
avancada); CML, N°-(Carboximetil)lisina; HbA;., hemoglobina glicada; HDL, high-density
lipoprotein (lipoproteinas de alta densidade); MBG, membrana basal glomerular; MG,
metilglioxal; PAS, técnica do Acido Periddico de Schiff; PM, piridoxamina; RAGES, receptor
de AGEs; TGF-B, Transforming Growth Factor-B; VEGF, Vascular Endothelial Growth

Factor.



ABSTRACT

Background: Chronic Kidney Disease is an important source of morbility and mortality, and
Diabetes is its major cause. Advanced glycation end-products (AGESs) are important in
diabetic nephropathy and other kidney diseases and methylglyoxal (MG), a reactive
intermediate of AGEs production, is increased in diabetic patients. Pyridoxamine (PM) is a
B6 vitamin derivative that is an inhibitor of post-Amadori AGES in vitro.

Purpose: Assess PM ability to reverse or delay kidney lesions induced by MG.

Experimental approach: We studied three groups of animals (Wistar rats) — one control
group and two groups treated with MG (65 mg/kg/day per os) for 8 weeks. One of these
groups was also treated with PM (1g/L) for 4 weeks.

The assessment of several kidney tissue parameters (glycation, fibrosis, apoptosis and
angiogenesis) was made by Western Blot. Local oxidative stress was assessed by a superoxide
anion probe and renal structure by Periodic Acid-Schiff stain method.

Key results: MG increased AGEs (CML) levels and their receptors’ expression in the kidney
and the administration of PM reduced CML levels. MG induced an increase in the cleaved
form of TGF-B and a decrease of the Bcl-2/Bax ratio, which were restored by PM treatment.
No significant changes were noticed in the precursor form of TGF- or angiogenesis markers.
An increase of oxidative stress was noticed with MG administration, partially reverted with
PM. Histologic lesions induced by MG were similar to those found in diabetic nephropathy,
and were also partly reversed with PM.

Conclusions: MG has an important role in kidney lesion induction and PM, reverting partly
these lesions, can be considered as a therapeutic agent directed to AGE related kidney

diseases.
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INTRODUCAO

A diabetes mellitus define-se como um conjunto de disfuncGes metabdlicas que tém em
comum a hiperglicémia crénica. Esta conduz a lesdo micro e macrovascular de diferentes
6rgdos, nomeadamente do rim.**

A insuficiéncia renal cronica afecta cerca de 10% da populagdo norte-americana, sendo a
diabetes mellitus a sua principal causa (45% dos novos casos) nos paises desenvolvidos. Por
sua vez, a nefropatia diabética, que constitui a mais grave complicacdo da Diabetes mellitus e
¢ um factor de risco para morte prematura, atinge 20-40% dos cerca de 285 milhGes de
diabéticos a nivel mundial (2010), um nimero que tende a aumentar grandemente nas
proximas décadas.>®

A nefropatia diabética prende-se com um conjunto de lesdes que frequentemente ocorrem
concomitantemente no rim diabético ao nivel dos varios compartimentos renais, e que se
devem em parte & accéo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs).*"®

Os AGEs sdo um grupo ubiquo e heterogéneo de compostos quimicos que resultam de uma
reaccdo nao-enzimatica entre acgucares redutores e grupos amina das proteinas (reaccdo de
Maillard), mas também lipidos e acidos nucleicos, formando bases de Schiff.! Estas sofrem
rearranjos constituindo produtos de Amadori, que ap6s um conjunto sucessivo de reaccdes se
transformam em AGEs. A sua formagdo é particularmente potenciada em condi¢cbes de
hiperglicémia crénica.*%*

O processo de glicacdo afecta, quer proteinas circulantes com formacgédo de intermediarios
reactivos, quer proteinas com longo tempo de semi-vida como as da matriz extracelular,
atraveés da formacéo de cross-linkings. Para além disso, os AGEs podem ainda ligar-se ao seu
receptor especifico, RAGEs (receptor de AGESs), conduzindo a estados pro-oxidantes e

pré-inflamatérios. >



O Metilglioxal (MG) é um dicarbonilo reactivo (a-oxoaldeido), intermediario do metabolismo
da glicose e precursor de AGEs, que se encontra aumentado nos individuos diabéticos,
especialmente quando mal controlados. "

Estudos prévios no nosso laboratorio, comprovaram que as lesbes renais da fase inicial e
particularmente da fase tardia da Diabetes tipo 2, sdo especialmente potenciadas pela presenca
de AGEs e stress oxidativo, e que 0 MG exdgeno agrava estes parametros, mesmo em
animais normais. (resultados nao publicados). Os AGEs estdo também implicados na
fisiopatologia de vérias doencas renais para além da nefropatia diabética, como a nefrite
lUpica, a nefropatia por IgA, a nefropatia hipertensiva, a rejeicao cronica de transplante renal e
o préprio envelhecimento renal.’

Uma vez que o MG é um precursor da formacdo de AGEs e estes estdo implicados nas
complicaces da diabetes, em particular a nefropatia, a inibicdo da formacdo dos mesmos
poderéa ser benéfica.

A Piridoxamina (PM) é um derivado da vitamina B6 que, in vitro, inibe o rearranjo das
interaccdes entre a glicose e 0s grupos amina das proteinas e a consequente formacdo de
AGEs ap6s a formagéo de produtos Amadori.** ™8

Desta forma, o nosso objectivo foi investigar o papel do MG na inducdo de lesdo renal e
avaliar o papel da PM na reversdo dessas mesmas lesdes, permitindo-nos verificar se a PM é

um candidato a ser usado como agente terapéutico direccionado, tanto na nefropatia diabética,

como noutras patologias renais em que os AGEs tenham um papel relevante.



MATERIAIS E METODOS

Materiais

Os sais e solventes organicos utilizados possuiam elevado grau de pureza analitica e foram
adquiridos a Merck Darmstad — Alemanha, a Sigma-Aldrich — EUA e a Pancreac Quimica
SA-Espanha.

Os anticorpos utilizados foram 0S  seguintes: anticorpo monoclonal
anti-N-g-carboximetil-lisina  (CML; Trans Genic Inc., Japdo), anticorpo policlonal
anti-receptor para AGEs (RAGE); Abcam, Reino Unido), anticorpo policlonal anti-Bax e
anti-Angiopoetina-2 (Santa Cruz Biotechnology, EUA), anticorpo monoclonal anti-Bcl-2
(C-2) (Santa Cruz Biotechnology, EUA), anticorpo policlonal anti-TGF-p1 (R&D Systems,

EUA) e anticorpo monoclonal anti-VEGF (Calbiochem, EUA).

Modelos animais

Neste estudo foi usado um modelo animal normal de ratos Wistar provenientes da nossa
colodnia (Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra).

Os animais foram mantidos num ambiente restrito sob temperatura e humidade controladas
(21-24°C e 50-60%, respectivamente), ventilacdo adequada e ciclos alternados de luz (12
horas) e obscuridade (12 horas), tendo tido livre acesso a racdo (dieta standard laboratorial
AO4-Panlab, Barcelona, Espanha) e a agua (utilizada como veiculo de administracdo nos
grupos tratados).

Foram constituidos 3 grupos experimentais cada um com 12 animais (macho), tendo sido
sacrificados com 6 meses de idade. O grupo controlo de ratos Wistar (W) ndo recebeu
qualquer tratamento; os outros dois grupos foram submetidos a administracdo de MG (65

mg/kg/dia - Sigma, EUA), durante um periodo de 8 semanas, ap6s o qual, um dos grupos foi



tratado com PM (1g/L - Sigma, EUA) durante 4 semanas (WMPIir) e o outro mantido com
agua durante igual periodo (WM).

Os animais sujeitos a administracdo de MG com e sem PM (grupos WMPir e WM
respectivamente) foram pesados semanalmente ao longo do tratamento com o objectivo de

ajustar a dose de ambos 0s compostos.

Anélises in vivo

O peso corporal foi determinado durante e no final do tratamento. A glicémia (mg/dL) foi
determinada na veia da cauda, no final do tratamento, através do método da glicose-oxidase
utilizando um glicometro e tiras-teste (Glucometer Elite — Bayer SA, Portugal). Foram
avaliados os niveis de glicose em jejum (16-18 horas) e 2 horas ap6s administracdo
intraperitoneal de 1,8gk de glicose a 30% (Braun, Queluz de Baixo, Portugal). Também os
niveis de HbA;c foram determinados no sangue total da veia da cauda, usando um analisador
automatico (DCA 2000 Analyser, Bayer, Health Care Diagnostics Division).

Os niveis séricos de colesterol (total e HDL) e triglicerideos foram determinados usando Kits
comerciais (Olympus-Diagnostica, Portugal, Produtos de Diagnostico SA, Portugal).

Para a determinacdo dos parametros séricos, o sangue recolhido na altura do sacrificio por
puncdo cardiaca com os animais anestesiados com cloridrato de quetamina (75 mg/kg, i.m.,
Parke-Davis, Ann Arbor, MI, EUA) e cloridrato de clorpromazina (2.65 mg/kg, i.m., Lab.
Vitoria, Portugal), foi centrifugado (2500rpm) durante 10 min, a 4°C, sendo o soro guardado a

—80°C até serem processadas as amostras.



Sacrificio dos animais, remocéo e armazenamento dos rins

Apobs a colheita de sangue, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

Uma vez expostos 0s 0rgaos intra-abdominais, os dois rins foram removidos, limpos de tecido
adiposo e da capsula e pesados. Um dos 6rgaos foi congelado de imediato em azoto liquido e
armazenado a - 80°C, enquanto do outro foi obtida uma pequena fatia transversal, conservada
em meio de congelacdo (Shandon Cryomatrix, Thermo Scientific, EUA) para posteriores
estudos renais, e o restante tecido conservado em formaldeido tamponado a 10% para estudos

histoldgicos subsequentes.

Homogeneizagdo do rim e deteccdo de proteinas por Western Blot

Foi obtida uma fatia transversal da zona mediana de cada rim congelado (cdrtex e medula),
com cerca de 200 mg. Esta foi homogeneizada em 2 mL de tampdo de lise (Tabela 1) e
seguidamente sonicada.

Procedeu-se, entdo, a duas centrifugacbes (20°, 14000xg, 4°C,), recolhendo-se,
sucessivamente, o sobrenadante. Calculou-se a concentracdo de proteina pelo método do BCA
(BCA protein assay, Pierce, EUA) e as amostras foram aliquotadas e, ap6s adicionado tampao

Sample (Tabela 1), armazenadas a — 80°C.

Western Blot

A identificacdo e quantificacdo das proteinas Bcl-2, Bax, TGF-B Transforming Growth
Factor-f5), Ang-2 (Angiopoetina-2), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), CML
(N®-(Carboximetil)lisina) e RAGEs (receptor de AGEs) foram efectuadas utilizando a técnica
de Western Blot. A B-actina serviu como controlo interno da quantidade de proteina das
amostras. A quantificacdo das bandas foi calculada com o programa Image Quant, Molecular

Dynamics, EUA.
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Os géis de acrilamida para separacdo das proteinas por peso molecular foram polimerizados
no sistema de polimerizacdo (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, EUA), com os tampdes
Resolving e Stacking (Tabela 1). Ap6s as amostras terem sido desnaturadas e sonicadas,
correram-se 0S geéis no sistema Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad, EUA) com o tampédo
Running (Tabela 1), usando um padréo de peso molecular (Precision Plus Protein Standards,
Dual Color, Bio-Rad, EUA), a voltagem constante de 160 V.

Apbs a activacdo das membranas PVDF (Polyvinylidene fluoride membrane, Bio-Rad, EUA)
com metanol, as proteinas foram transferidas para estas no sistema de transferéncia (Mini
Trans-Blot, Bio-Rad, EUA), a amperagem constante de+300mA, em tampao CAPS (Tabela 1).
As membranas foram bloqueadas com solucdo TBST-BSA a 5% (Tabela 1), a temperatura
ambiente durante 2 horas e depois lavadas com TBST (Tabela 1). Ap6s o bloqueio, as
membranas incubaram overnight a 4°C com os respectivos anticorpos primarios. Repetiu-se a
lavagem com TBST e incubaram-se com 0s respectivos anticorpos secundarios durante 2
horas, com agitacdo constante e a temperatura ambiente.

Apdbs remocdo do anticorpo secundario em excesso, as membranas foram incubadas durante
aproximadamente 2 minutos com o substrato enzimatico ECF (Mouse ECF Western Blotting
Reagent Pack, Amersham Biosciences, RU) e reveladas através do leitor de fluorescéncia

(Typhoon, GE Healthcare, EUA).
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Tabela 1 — Solugdes utilizadas na técnica de Western Blot

Tampéo de lise

25 mM Tris-HCI (pH 7,6); 150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA;
20 mM NaF; 2mM NazVO,; 10 mM B-glicerofosfato; 2,5mM pirofosfato de sédio; 10mM

PMSF e 20 pl cocktail inibidor de proteases por 0,5 g de tecido.

Tampéao Sample

62,5mM Tris-HCI, pH 6,6; 20% SDS 10%; 2,5 mL glicerol; 0,05% Bromefenol Blue

Tampaéo Resolving

0,75mM Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 8,8

Tampéao Stacking

0,25mM Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 6,8

Tampdao Running

125mM Tris-Base; 480mM Glicina; 9mM SDS; pH 8,8

Tampao CAPS

50mM CAS; 2% NaOH; pH 11;10% metanol

Tampéao TBS

250mM Tris;1,5mM NaCl; pH 7,6

Tampado TBST

Solugéo TBS; 1% Tween-20

12



Parametros de stress oxidativo: anido superéxido (O)

Apds efectuadas crio-sec¢es (com cerca de 7um de espessura) do material conservado em
meio de congelacdo, estas foram deixadas a secar durante cerca de 45 minutos a temperatura
ambiente, seguindo-se lavagens rapidas em tampéao fosfato (PBS).

Os cortes foram entdo incubados com as sondas fluorescentes para O (Dihydroethidium
(hydroethidine) (DHE), Molecular Probes, Invitrogen, EUA) a uma concentracdo de 2 uM,
durante 30 minutos, a 37°C e em ambiente humidificado. De seguida, as laminas foram
lavadas em PBS e fixadas durante 10 minutos com paraformaldeido a 4%, a temperatura
ambiente. As crio-sec¢des foram novamente lavadas em PBS e procedeu-se a montagem das
preparacOes colocando-se 50 pl de meio de montagem (DPX, Panreac, Espanha) sobre cada
lamina e cobrindo-se as crio-sec¢bes com lamelas, deixando secar no escuro. Por fim,

selaram-se as laminas com verniz e analisaram-se por microscopia de fluorescéncia.

Anélise da estrutura renal
O tecido renal conservado em formol foi seccionado em cortes histologicos de 4pum.
Para avaliacdo da estrutura renal e identificacdo dos complexos de hidratos de carbono, foi

aplicada a técnica do Acido Periddico de Schiff (PAS).

Analise estatistica
Os resultados foram apresentados como media + erro padrdo da média (epm). Os dados
obtidos foram analisados pelo teste T de Student para amostras ndo emparelhadas, sendo os

valores de p<0,05 considerados significativos.
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RESULTADOS

1. CARACTERIZACAO GERAL

N&o se verificaram diferencas significativas do peso corporal e do peso do rim (% peso
corporal) entre os trés grupos estudados (Tabela 2).

Os valores de glicémia (em jejum e duas horas ap6s administracdo de glicose), da HbA;. e
dos parametros lipidicos (niveis sericos de triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL)

ndo foram significativamente diferentes entre os trés grupos (Tabela 2).

Tabela 2 — Peso corporal (g), peso do rim (%peso corporal), glicémia (mg/dL) em jejum e
duas horas apds administracdo intraperitoneal de glicose (1,8g/kg), HbAlc (%), triglicerideos,

colesterol total e colesterol HDL (mg/dL).

W WM WMPir
Peso corporal (g) 429,6+17,2 439,5+17,6 432,6+11,9
Peso do rim (% peso corporal) 0,15+0,03 0,14+0,03 0,14+0,02
Glicémia em jejum (mg/dL) 63,3%£1,0 62,9+1,5 64,3+£2,0
Glicémia as 2h (mg/dL) 92,0£6,1 91,3+1,8 92,5+3,1
HbA (%0) 3,60,1 3,6+0,0 3,7+0,1
Triglicerideos (mg/dL) 95,849,1 78,615,6 98,0+10,8
Colesterol total (mg/dL) 92,5+5,8 84,747 91,3+4,5
Colesterol HDL (mg/dL) 53,8+2,6 49,4427 53,4+1,9

W (rato Wistar de 6 meses); WM (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante
8 semanas); WMPir (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante 8 semanas e
PM durante 4 semanas).

Os resultados sdo apresentados como média £ epm (n=12).
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2. STRESS OXIDATIVO
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Figura 1 — Localizagédo por imunofluorescéncia do anido superoxido (marcador de stress
oxidativo) no tecido renal (400x).

1A — W (rato Wistar de 6 meses); 1B — WM (rato Wistar de 6 meses com administracdo de
MG durante 8 semanas); 1C — WMPIr (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG
durante 8 semanas e PM durante 4 semanas); 1D - Avaliacdo quantitativa da
imunofluorescéncia do brometo de etidio nos diferentes grupos de animais.

Os resultados sao apresentados como média = epm (n=3-4).

**xn<0,001vsW; * p<0,05vsWM (teste T de Student).
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O grupo tratado com MG (WM) apresentou niveis superiores de stress oxidativo, ostentando
niveis superiores de fluorescéncia para a sonda do anido superoxido quando comparados com
os controlos (W) (p<0,001) (Figuras 1B e 1D). A administracdo de Piridoxamina (WMPir)
resultou na diminuicdo parcial da intensidade de fluorescéncia em relacdo ao grupo WM

(p<0,05) (Figuras 1C e 1D).

3. GLICACAO
Os animais tratados com MG (WM) apresentaram niveis superiores de CML (um produto de
glicacdo avangada), quando comparados com os controlos (W) (p<0,05). A administracdo de

Piridoxamina (WMPir) resultou na diminuigdo dos niveis renais de CML em rela¢do ao grupo

WM (p<0,05) (Figura 2).
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A2l W WM WMPir

Figura 2 — AGEs (CML) no parénquima renal: quantificacdo de CML (em %) no tecido
renal avaliado por Western Blot, com marcacdo especifica para esta proteina e respectiva
membrana.

W (rato Wistar de 6 meses); WM (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante
8 semanas); WMPIr (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante 8 semanas e
PM durante 4 semanas).

Os resultados sao apresentados como média = epm (n=4).

*p<0,05vsW; * p<0,05vsWM (teste T de Student).
16



A expressdo de RAGEs (receptor de AGES) no tecido renal dos animais tratados com MG
(WM) foi superior a dos controlos (p<0,05). Com o tratamento com PM (WMPir) houve uma

diminuicdo desta expressao, embora ndo estatisticamente significativa (Figura 3).

130 -

RAGEs (%W/Actina)
b

0 -
WMPir
EAGEs — s e S
46 kDa

43 kDa

W WM  WMPIr

Figura 3 — RAGESs no parénquima renal: quantificacdo de RAGEs (em %) no tecido renal

avaliada por Western Blot, com marcacdo especifica para esta proteina e respectiva

membrana.

W (rato Wistar de 6 meses); WM (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante
8 semanas); WMPIr (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante 8 semanas e
PM durante 4 semanas).

Os resultados séo apresentados como média + epm (n=4).

*p<0,05vsW (teste T de Student).
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4. FIBROSE

Relativamente a analise do TGF-p (um factor pro-fibrotico), ndo existiram alteracdes
estatisticamente significativas entre os trés grupos no que respeita a forma precursora. (Figura
4A) Quanto a forma clivada observou-se um aumento estatisticamente significativo apds a
administracdo de MG (WM) (p<0,05) e uma reversédo relativamente ao grupo WM (p<0,05)

apos administracdo de PM (WMPir) (Figura 4B).

03]

110 - 140 -

55 1

TGF-p precursor (%W/ actina)
TGF-B clivado (%W/ actina)
=

WMPir W WM WMPir

TGF-b precursor (46 kDa) T e e —

TGF-b forma clivada (25kDay — [ - -

W WM  WMPir
Figura 4 — TGF-B no parénquima renal: quantificacdo do TGF-f (em %) na forma
precursora e forma clivada no tecido renal avaliada por Western Blot, com marcacao
especifica para estas proteinas e respectivas membranas.
W (rato Wistar de 6 meses); WM (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante
8 semanas); WMPir (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante 8 semanas e
PM durante 4 semanas).
Os resultados sao apresentados como média = epm (n=4).

*p<0,05vsW; * p<0,05vsWM (teste T de Student).
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5. APOPTOSE

A razdo Bcl-2/Bax (duas proteinas anti-apoptoticas e pro-apoptoticas, respectivamente)
encontra-se diminuida nos ratos que receberam MG (WM) (p<0,05) relativamente aos
controlos (W). Com a administracdo de PM (WMPir), observou-se uma diminuicéo da razéo

razdo Bcl-2/Bax (p<0,05), com recuperacao dos niveis dos controlos (Figura 5).
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Figura 5 — Raz&o Bcl-2/Bax no parénquima renal: os niveis das proteinas foram avaliados
por Western Blot, com marcacgéo especifica para as mesmas e respectivas membranas.
W (rato Wistar de 6 meses); WM (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante
8 semanas); WMPIr (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante 8 semanas e
PM durante 4 semanas).

Os resultados sao apresentados como média = epm (n=4).

*p<0,05vsW; * p<0,05vsWM (teste T de Student).
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6. ANGIOGENESE
Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos

relativamente aos parametros de angiogénese (VEGF e Angiopoetina-2) (Figura 6).
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Figura 6 — Razdo VEGF/Ang-2 no parénquima renal: os niveis das proteinas foram
avaliados por Western Blot, com marcacdo especifica para as mesmas e respectivas
membranas.

W (rato Wistar de 6 meses); WM (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante
8 semanas); WMPir (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante 8 semanas e
PM durante 4 semanas).

Os resultados sdo apresentados como média = epm (n=4).
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7. ANALISE DA ESTRUTURA RENAL

Figura 7 — Imagens histol6gicas do rim dos ratos W, WM e WMPir coradas pelo método do
Acido Periddico de Schiff (100x).

A - W (rato Wistar de 6 meses); B - WM (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG
durante 8 semanas); C - WMPir (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante 8

semanas e PM durante 4 semanas).
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Figura 8 — Imagens histoldgicas do rim dos ratos W, WM e WMPir coradas pelo método do

Acido Periddico de Schiff (200x).
A - W (rato Wistar de 6 meses); B - WM (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG
durante 8 semanas); C - WMPir (rato Wistar de 6 meses com administracdo de MG durante 8

semanas e PM durante 4 semanas).
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A administracdo de MG induziu um ligeiro espessamento da membrana basal glomerular
(MBG) e expansdo da matriz mesangial com discreto depdsito de substancia hialina acelular,
existindo nalguns glomérulos espessamento da capsula de Bowman, o que constitui um
padrdo de glomerulosclerose difusa. Foi também possivel visualizar espessamento da
membrana basal dos tubulos com focos de pseudo-tiroidizacédo e atrofia do epitélio tubular
(Figuras 7B e 8B).

A administracdo da PM reverteu parcialmente as lesdes (Figuras 7C e 8C).
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DISCUSSAO

A hiperglicémia induz lesdo pelo aumento da producdo de AGEs e activacdo das suas vias de
sinalizacdo, aumento do fluxo pela via do poliol e da hexosamina e activacdo da proteina
cinase C, sendo a causa primaria das lesdes tecidulares ocorrentes na Diabetes.>? No rim,
conduz a alteracbes do ciclo e crescimento celulares, a sintese excessiva e acumulacdo dos
constituintes da matriz mesangial e ao aumento da permeabilidade vascular.*®®
Associadamente, existe um aumento da producdo e actividade de factores que contribuem
para a hiperfiltracdo, hiperpressdo capilar e hipertrofia glomerulares, que caracterizam o0s
estadios iniciais da nefropatia diabética.*®8*?° Os AGEs sdo produzidos em pequenas
guantidades em condicdes fisioldgicas, como o envelhecimento, mas 0s seus niveis
encontram-se marcadamente aumentados intra e extracelularmente em situacGes de
hiperglicémia, particularmente nos 6rgdos mais vascularizados.>® Os seus niveis s&o o
resultado do balanco entre os AGEs formados endogenamente e o0s absorvidos
(principalmente pela dieta) e os AGEs degradados e eliminados por sistemas especializados,
como a glioxalase 10122123

Os AGEs podem formar-se através da reaccao de dicarbonilos reactivos com os grupos amina
das proteinas, da auto-oxidacdo da glicose a glioxal, da decomposi¢do dos produtos de
Amadori a 3-deoxiglicosona ou da fragmentacdo do gliceraldeido-3-fosfato e da
dihidroxiacetona-fosfato a MG, %14

Os AGEs produzem lesBes por varios mecanismos. Podem modificar os componentes da
matriz extracelular com longo tempo de semi-vida por formacao de cross-linkings, passando
estes a interagir de forma andémala com o0s outros componentes da matriz e com receptores
celulares; condicionar modificagcdo das proteinas circulantes, hormonas e citocinas que se

ligam a receptores de superficie nas células endoteliais, células mesangiais e macréfagos,

levando a producdo aumentada de radicais livres de oxigénio; interferir com a funcdo de
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proteinas intracelulares."*"° A ligacdo ao receptor de AGEs (RAGE) condiciona ainda a
activacdo do factor de transcricdo NF-xB, levando a alteracfes na expressao génica,
conduzindo a estados pré-oxidantes e pré-inflamatérios.*®

Os peptideos resultantes da degradacdo dos AGEs podem ser eliminados pelo rim (o principal
local de clearance) ou persistirem em circulacdo, com formagéo de novos AGEs.™* Devido
ao facto do rim estar exposto, quer aos AGEs presentes a nivel das células renais, quer aos
qgue sdo excretados pela urina, torna-se particularmente susceptivel a agressdo por parte
destes.2?%* A presenca de AGEs no rim resulta da retencdo, glicacdo in situ e reabsorgéo
tubular.” Além disso, os niveis de AGEs correlacionam-se de forma inversa com a funcéo
renal, sendo o rim um elemento de regulacdo fundamental no metabolismo destes
compostos.10’11’25’26

A administracdo exégena de MG leva ao aumento dos niveis de AGEs.'%?%% O MG ¢ um
metabolito fisioldgico formado pela fragmentacao por glicoxidacdo de produtos Amadori na
presenca de ides metalicos, sendo também gerado durante a peroxidacdo lipidica e a glicolise.
Reage com aminoacidos livres e residuos de arginina e lisina para formar AGES
(nomeadamente CML (N®-(Carboximetil)lisina), um AGE estavel), tendo um papel relevante
na fisiopatologia das complicacdes diabéticas, encontrando-se aumentado no sangue dos
individuos diabéticos.?**3%® Assim, elegeu-se 0 MG como o composto ideal para simular
lesBes resultantes unicamente dos AGEs, eliminando outras variaveis.

Pelo facto de ndo termos observado diferencas significativas nos parametros gerais,
nomeadamente aqueles relacionados com o0 peso e 0 metabolismo da glicose e dos lipidos,
podemos inferir que as alteracdes encontradas a nivel renal ndo se deveram a altera¢fes do

perfil metabolico, mas sim a efeitos directos do MG. A analise dos niveis de AGEs e RAGEs

neste estudo é fundamental uma vez que as evidéncias apontam, como referimos
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anteriormente, para que estes tenham um papel relevante na fisiopatologia das complicacdes
da diabetes em varios 6rgaos, incluindo o rim.

A verificacdo de que a administracdo de MG induz aumento de AGEs (CML) e da expressao
de RAGES esta em conformidade com outros resultados* incluindo os previamente realizados
no nosso laboratério.*®

Estudos in vitro mostraram que o MG inibe a cadeia respiratoria mitocondrial por promocéo
de stress oxidativo.?* Nesse seguimento, procuramos analisar os niveis de stress oxidativo
através de uma sonda, admitindo que niveis aumentados de stress oxidativo estdo associados a
niveis aumentados de AGEs," o que igualmente verificamos neste estudo.

Até a0 momento, as Unicas armas terapéuticas para evitar a progressdo da nefropatia diabética
resumem-se ao controlo da glicémia e da dislipidémia, a restricdo proteica e ao controlo da
hipertensao arterial, particularmente com moduladores do sistema
renina-angiotensina-aldosterona.>®2"%

O desenvolvimento de farmacos para inibir a formacéo de AGEs e, por conseguinte, minorar
as complicacdes diabéticas, representa um importante desafio para a indGstria farmacéutica.?
Embora possam ndo impedir por completo o processo subjacente as complicacfes diabéticas,
os inibidores de AGEs podem retardar o seu desenvolvimento.’

Vérios estudos em modelos animais mostraram que inibidores dos AGEs como a
aminoguanidina,®® o OPB-9195® e o ALT-711* previnem parcialmente as alteragdes
estruturais associadas a doenca microvascular renal na Diabetes, sem influenciar o controlo
glicémico.

Khalifah et al. (1999) descreveram uma nova classe de inibidores de AGEs pos-Amadori,
designados Amadorins, que inibem a conversdo de produtos de Amadori a AGESs, na auséncia
de excesso de acUcares livres (bases de Schiff), de que é exemplo a Piridoxamina, um

intermediario natural da vitamina B6.%°
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O mecanismo de accdo da PM in vivo ndo é totalmente conhecido, mas parece inibir a
formacédo de AGEs por bloquear a conversdo oxidativa dos produtos de Amadori, sequestrar
os produtos carbonilados toxicos resultantes da degradacao da glicose e lipidos e tamponar as
espécies reactivas de oxigénio, formando complexos estaveis com ides metélicos.! 18323 A
inibicdo da reaccdo de Maillard pela PM é devida, pelo menos parcialmente, a formacéo de
um dimero PM-MG.*

Estudos em ratos com Diabetes induzida por estreptozotocina (STZ), mostraram que para
doses comparaveis, a PM € superior a aminoguanidina no atraso do desenvolvimento de lesao
renal, apresentando baixa toxicidade e boa biodisponibilidade com um tempo de semi-vida
plasmatica superior.®>*** Outro estudo mostrou que todas as doses de PM (Pyridorin™)
foram bem toleradas sem efeitos adversos graves.?

Um ensaio clinico multicéntrico de fase Il avaliou 0 uso da PM na doenca renal terminal em
doentes diabéticos. Revelou ndo existirem diferencas significativas entre a PM e o placebo
relativamente aos efeitos adversos. Por outro lado, a PM reduziu significativamente o
aumento de creatininémia, e a excre¢do de TGF-B1 urinario e CML, ndo tendo existido
alteracdes da albumindria.** No modelo obeso néo diabético Zucker (fa/fa), a proteccio da PM
para a patologia renal é acompanhada pela inibic&o da formagéo de CML.3*

A verificagdo de que a PM diminui os niveis de AGEs vai ao encontro de resultados de outros
estudos em modelo animal e em humanos, constatando a sua eficacia na diminuicdo das vias
da glicacdo a nivel renal, 2>2"**3 tal como a diminuigo do stress oxidativo que observamos
acompanha a diminuigdo da glicagéo.

A glicotoxicidade esta relacionada com a disfuncdo celular que existe na nefropatia diabética
pela acumulacdo de matriz extracelular no glomérulo e no intersticio.*® A citocina

pré-fibrotica TGF-P ¢é o principal mediador deste fenomeno, sendo que a maioria dos factores

hormonais e humorais caracteristicos da Diabetes, nomeadamente os AGEs e ROS,
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convergem para uma via comum que leva a estimulacdo da expressdo de TGF-B e secus
receptores no rim. Este induz hiperplasia e hipertrofia das células mesangiais, fibrose
tubulointersticial e insuficiéncia renal.*®* O TGF-B liga também a teoria metabolica & teoria
hemodinamica, uma vez que a hipertensdo glomerular € um estimulo potente para a activacéo
do sistema renal do TGF-p.*’

Os nossos resultados estdo de acordo com estes dados, verificando-se um aumento do TGF-3
(forma clivada) com a administracdo de MG. Este aumento € significativamente revertido
(para os niveis iniciais) pela terapéutica com PM, afigurando-se esta como um bom agente
para actuar sobre estimulos de glomerulosclerose, um dos principais marcos da nefropatia
diabética.

As proteinas Bax (pré-apoptética) e Bel-2 (anti-apoptética) participam de forma antagénica
na via intrinseca do processo apoptético. Enquanto a Bax promove o aumento da
permeabilidade mitocondrial que culmina na libertacdo de moléculas favorecedoras da
apoptose no citoplasma, a producéo de proteinas da familia da Bcl-2 € estimulada por factores
de crescimento e outros sinais de sobrevivéncia. E o balanco final entre estimulos anti e
pré-apoptéticos que leva ou ndo a iniciacdo da cascata das caspases e posterior activacao da
caspase-9.* Verificimos uma diminuico da relacdo Bcl-2/Bax ap6s administragdo de MG que
pode favorecer a apoptose das células renais, e uma reversdo deste efeito induzida pela PM,
que pode favorecer a sobrevivéncia celular. Isto é demonstrado noutros estudos que revelam
que o MG induz a apoptose de podécitos® e de células mesangiais,® por activar a via da
MAP cinase-p38. A inducdo da apoptose e disfuncdo mesangial por parte dos AGEs contribui
para a hiperfiltracdo glomerular, sendo importante numa fase precoce da doenca.?”*

O VEGF e a Ang-2 séo citocinas que estimulam a angiogénese, a permeabilidade vascular e a
vasodilatagdo dependente do endotélio.® As vias de sinalizacdo do VEGF reduzem a

expressdao de nefrina, uma proteina da membrana glomerular, que regula a passagem
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transcapilar de proteinas plasmaticas e cuja diminui¢do acentua a proteinuria na Diabetes. O
VEGF participa também no desenvolvimento de hiperfiltracio e albumintria.®%

Né&o foram verificadas alteragdes nem com o0 MG nem com a PM em relacdo aos marcadores
de angiogénese, provavelmente devido ao facto do tratamento ter sido de curta duracéo.

Cerca de 1-2 anos ap0s o aparecimento clinico da Diabetes, desenvolvem-se alteracdes
morfolégicas a nivel renal.’ Estas alteraces sdo idénticas na Diabetes mellitus tipo 1 e 2,
assim como a sua histéria natural, e encontram-se em todos 0s compartimentos renais, sendo
qgue o glomérulo é afectado mais precocemente e o compartimento tubulo-intersticial num
estadio mais tardio.® Na Diabetes humana, a nivel do glomérulo existe espessamento da
MBG, aumento da matriz mesangial (esclerose mesangial difusa) e nodulos de
Kimmelstiel-Wilson (glomeruloesclerose nodular). No compartimento tubulo-intersticial séo
usualmente visualizados hipertrofia tubular, espessamento da membrana basal dos tubulos e
fibrose do intersticio e, menos frequentemente, imagens de pseudo-tiroidizacdo. Ao nivel das
arteriolas aferentes e interlobulares pode existir espessamento e hialinizacdo com apagamento
do seu endotélio (esclerose arteriolar hialinizante).*®®

Niveis aumentados de AGEs séricos mostraram prever a progressdo das alteracdes
histolégicas na nefropatia diabética humana.”** As alteracdes encontradas no nosso estudo
apos a administracdo de MG sdo semelhantes, embora menos pronunciadas, provavelmente
pelo facto da exposicdo ao MG ter sido de curta duragdo. Apds administracdo da PM ha uma
diminuicdo das alteracbes morfologicas, sem reversao completa das mesmas, 0 que vai ao
encontro do estudo realizado por Nakamura et al. (2007) que mostrou uma correccao parcial
da hipertrofia glomerular, ndo existindo diminuicao significativa do espessamento da MBG e

volume mesangial.*
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CONCLUSAO

Podemos concluir que o MG induz alteracdes nos parametros de glicacao, fibrose, apoptose e
stress oxidativo, alteracGes essas que sdo parcialmente reversiveis com a administracdo de
PM. Como tal, a PM apresenta-se como um agente terapéutico direccionado nas nefropatias

em que os AGEs tenham um papel determinante, particularmente na nefropatia diabética.
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