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Resumo

Introducao: Supde-se que elevacdes da ex-
pressdo do fator de inibi¢do da migra¢do
de macréfagos (MIF) possam contribuir
para a patogénese da nefropatia diabética
(ND). O objetivo do presente estudo foi
investigar os efeitos renais da inibi¢io do
MIF em um modelo experimental diabé-
tico. Métodos: Dezoito ratos Wistar ma-
chos (230 = 20g) foram divididos em trés
grupos: 1) controle, 2) diabético (STZ 50
mg/kg dissolvida em soro fisiologico, IP),
3) diabético + antagonista do MIF (p425
1 mg/kg por dia IP no 210 dia por 21 dias
consecutivos). O tratamento comegou
apos a identificacdo de aumento significa-
tivo na albumintria nos ratos diabéticos
em relacdo aos controles. Os ratos foram
mantidos individualmente em gaiolas me-
tabdlicas (8h-14h) e amostras de urina
foram colhidas no 210 e no 420 dia. Ao
final do estudo, amostras de sangue e teci-
do foram colhidas para andlises bioquimi-
cas (BS, excre¢do urindria de proteina, ex-
cre¢do urindria de GAGs, BUN, Cr, Na e
K) e histologicas. Resultados: O presente
estudo demonstrou que o antagonista do
MIF (p425) diminuiu significativamente
proteindria, excre¢ao urindria de GAGs ,
relagio proteina/creatinina na urina, BUN
e Cr no grupo com ND induzida por es-
treptozotocina. As alteracdes patoldgicas
foram significativamente abrandadas nos
ratos com ND que receberam antagonista
do MIF (p425). Conclusio: Coletivamen-
te, os dados sugerem que o antagonista do
MIF (p4235) teve efeito protetor contra le-
sOes funcionais e histopatoldgicas da ND.

Palavras-chave: Fatores Inibidores da
Migracio de Macréfagos; Nefropatias
Diabéticas; Ativacdo de Macr6fagos;
Proteindria; Glicosaminoglicanos.

ABSTRACT

Introduction: It is hypothesized that in-
creased macrophage migration inhibi-
tory factor (MIF) expression may con-
tribute to diabetic nephropathy (DN)
pathogenesis. The aim of the present
study was to investigate the renal effects
of MIF inhibition in a diabetic experi-
mental model. Methods: Eighteen male
Wistar rats (230 = 20 g) were divided
into three groups: 1) control, 2) diabetic
(STZ, 50 mg/kg, dissolved in saline, ip),
3) diabetic + MIF antagonist (p4235, 1
mg/kg per day, ip, on the 21th day, for
21 consecutive days). The treatment
started since we founwd a significant in-
crease in urine albumin excretion (UAE)
rate in the diabetic rats in comparison
with the control rats. The rats were kept
individually in metabolic cages (8 AM-2
PM) and urine samples were collected in
the 21 and 42th day. At the end, blood
and tissue samples were collected for
biochemical (BS, UPE, urine GAG, BUN,
Cr, Na, and K) and histological analy-
ses. Results: The results of this study
showed that MIF antagonist (p425) sig-
nificantly decreased urine protein and
GAG excretion, urine protein/creatinine
ratio, and serum BUN and Cr in the
streptozotocin-induced DN in the rats.
Pathological changes were significantly
alleviated in the MIF antagonist (p425)-
administered DN rats. Conclusion: Col-
lectively, these data suggested that MIF
antagonist (p425) was able to protect
against functional and histopathological
injury in the DN.

Keywords: Macrophage Migration-Inhib-
itory Factors; Diabetic Nephropathies;
Macrophage Activation; Proteinuria; Gly-
cosaminoglycans.
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INTRODUCAO

A nefropatia diabética (ND) € a causa mais comum de
doenga renal cronica e figura como uma das compli-
cacdes de longo prazo mais importantes da diabetes.
Embora a ND seja convencionalmente vista como uma
doenca ndo imune, inimeras evidéncias demonstram que
o mecanismo inflamatério pode desempenhar um papel
fundamental em seu desenvolvimento e progressio.'-

Virios fatores estio envolvidos no desenvolvimento
e progressdo da ND, incluindo fatores genéticos, estresse
oxidativo* hiperfiltra¢do glomerular,® acimulo de produ-
tos de glicacio avancada (AGEs)¢ e superexpressio do
fator de crescimento transformante p (TGF-B), seguido
de aumento das matrizes extracelulares.”

A membrana basal glomerular (MBG) é composta
principalmente de laminina, coldgeno tipo IV e prote-
oglicanos de heparan sulfato (HSPG). A degradacgdo
desses componentes resulta na ruptura da estrutura da
membrana basal. Os proteoglicanos de heparan sulfa-
to (HSPG) sdo abundantes nas matrizes extracelulares
(MECs) e nas membranas basais, e sio compostos por
diversos polipeptideos nucleares e HS.%’

O HS mantém a integridade mecanica das membra-
nas basais glomerulares. A digestio direta através da he-
paritinase existente nas membranas basais glomerulares
resulta em perda de fungdo da membrana.'® Relatos in-
dicam perda de HSPG nas matrizes extracelulares glo-
merulares de pacientes com ND.!! Eleva¢oes dos niveis
urindrios e plasmaticos de heparanase foram relatados
em diabetes tipo 2. Na ND, a elevac¢io da heparanase
urindria e de sua atividade como endoglicosidase que cli-
va especificamente a HS nas cadeias laterais da HSPG
foram observadas em pacientes com diabetes tipo 1 e 2
com proteindria.'>® Portanto, a perda de HS na mem-
brana basal glomerular resulta em diminui¢ao da barrei-
ra de carga anidnica, o que a torna, possivelmente, uma
das principais causas de albumindria na ND.!%!

As células inflamatorias, e principalmente os macro-
fagos, estdo presentes nos glomérulos e no intersticio de
pacientes com ND, sugerindo que o processo inflama-
torio também esteja imbricado no desenvolvimento da
ND.'6'7 Atividade da heparanase foi relatada em ma-
crofagos, plaquetas, neutréfilos, mondcitos, células de
Langerhans e vérias outras células.'®?3 Supde-se que a
heparanase secretada ou associada @ membrana seja res-
ponsavel pela degradacio da MEC. O fator de inibi¢io
da migragdo de macréfagos (MIF) € a primeira molécula
a chegar ao local da inflamagio, provavelmente determi-
nando também o grau de inflamagéo celular** O MIF
foi correlacionado com ambos os tipos de diabetes,” e
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evidéncias indicam liga¢bes entre MIF e ND. Além disso,
o MIF também encontra-se elevado em ND experimen-
tal?® antes do inicio da microalbumintria.”” Acredita-se
que o aumento da expressdo do MIF possa contribuir
para a patogénese da ND. O presente estudo investigou
os efeitos renais da inibicao do MIF em um modelo dia-
bético experimental.

MATERIAIS E METODOS

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Dezoito ratos machos Wistar com 10 semanas de idade,
pesando 230 = 20 g, foram recrutados junto ao biotério da
Urmia University of Medical Sciences, Urmia, Ira. Todos
os procedimentos realizados com os animais foram con-
duzidos de acordo com os Principios para Cuidados com
Animais de Laboratorio (publicagio n® 85-23 do NIH,
revisada em 1985) e aprovados pelo Comité de Etica da
Urmia University of Medical Sciences. Os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (21
+ 2°C) e ciclo de luz/escuriddo de 12/12 h. Eles foram
alimentados com ragdo padrdo e dgua. Os ratos foram
divididos aleatoriamente em trés grupos (seis animais ca-
da): Grupo 1 - controle saudavel (injecdo IP de 0,2 mL
de soro fisiolégico); Grupo 2 - diabético; e Grupo 3 - dia-
bético tratado com antagonista do MIF (p425, 1 mg/kg
IP diariamente).

Nos animais do grupo diabético, a patologia foi in-
duzida por meio de uma tnica inje¢io intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ 50 mg/kg de peso corporal dissol-
vida em soro fisiolégico). Os ratos no grupo de controle
receberam injecdo de soro fisiologico. Cinco dias apds
a injecdo de STZ, os niveis de glicemia de jejum foram
determinados com um glicosimetro. Ratos com glicemia
acima de 200 mg/dL foram definidos como diabéticos.
O inibidor do MIF (p424) foi dissolvido em soro fisio-
légico. O tratamento foi iniciado 21 dias ap0s a injecdo
de STZ, sendo assim considerado como primeiro dia de
tratamento. O tratamento prosseguiu diariamente por
trés semanas.

A partir da terceira semana ap6s a indugdo dia-
bética, os ratos foram mantidos individualmente em
gaiolas metabolicas (8h-14h) e amostras de urina fo-
ram colhidas para dosagem de 6 h de excre¢do uri-
ndria de proteina e creatinina urindria. Os resultados
revelaram um aumento significativo na albumintria
dos ratos diabéticos em comparagio aos controles, o
que os caracterizou como portadores de nefropatia.

Ao final da sexta semana, os ratos foram manti-
dos individualmente em gaiolas metabdlicas (8h-14h)
e amostras de urina de 6h foram colhidas para andlise



bioquimica. Posteriormente, seis ratos de cada grupo
foram sacrificados sob anestesia com éter. Amostras
de sangue e tecidos foram colhidas.

ANALISES BIOQUIMICAS

Amostras de sangue foram colhidas por puncio car-
diaca para dosagem de Na, K, BUN e creatinina (Cr).
BUN sérico e creatinina foram medidos usando anali-
sador automadtico e as concentracdes séricas de Na e K
foram medidas por fotometria de chama. Amostras de
urina de 6 h também foram colhidas para a dosagem
de BUN, Cr, excrecdo urindria de proteina e glicosami-
noglicanos urinarios (GAGs).

A excrecdo urindria de proteina foi determinada
por kit de teste (Pars Azmon, Ird) e medida por reacdo
quantitativa com verde de bromocresol*® utilizando
albumina de soro bovino como padrio. Aliquotas de
10 pL da amostra e padrio foram misturados sepa-
radamente em 1 mL de verde de bromocresol e, em
seguida, a absorvancia foi lida a 625 nm.

Os glicosaminoglicanos urindrios foram medidos por
espectrofotometria com comprimento de onda de 520
nm nas amostras de urina de 6h, pelo método colorimé-
trico descrito por Jong® com 1,9 azul de dimetileno e
heparan sulfato de rim bovino como padrio (Sigma Cat
No H7640).

EsTuDpO HISTOLOGICO

Ap6s a coleta da amostra de sangue, o rim direito foi ex-
cisado e armazenado em formaldeido a 10%. Cortes de
rim (5 pm) foram corados com 4cido periddico de Schiff
(PAS) e tricromico de Masson para andlise histologica e
morfométrica. O acimulo de matriz mesangial foi carac-
terizado por coloragdo PAS-positiva em dreas do anucle-
adas do mesangio. A matriz mesangial foi avaliada em 30
glomérulos selecionados aleatoriamente e caracterizados
numericamente de maneira cega em uma escala de 0 a 4,
onde 0 = 0-5%, 1 = 0,5-25%, 2 = 0,25-50%, 3 = 0,50-
75 % e 4 = 0,75% de deposicdo. Os escores revelaram
variagdes na extensdo, mas nao na intensidade da colo-
ra¢do.”* O “indice esclerdtico” faz referéncia ao escore
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médio. A deposicio de colageno foi medida pelo método
tricromico de Masson realizado em 30 glomérulos, ava-
liada de maneira cega usando o sistema citado acima e
relatada como unidade arbitraria.?®3' Os dados foram
entdo relatados como indice esclerético médio e escore
de colocacio do colageno glomerular para cada grupo.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram relatados como a média = DP. A sig-
nificAncia estatistica das diferencas foi avaliada por
ANOVA fator tnico no SPSS (versio 18; SPSS Inc.,
Chicago, EUA) seguida pelo teste de Tukey. Valores de
p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Andlises de regressdo linear foram aplica-
das para avaliar a relacio entre as duas varidveis.

ResuLTADOS

Ereitos po p425 soBre BUN sERico, CREATININA, K
E NA

Como exibido na Tabela 1, foram observados aumentos
significativos nos niveis séricos de BUN, Cr e K dos ratos
com ND em relagio aos controles (p < 0,001; p < 0,001;
e p < 0,05, respectivamente). Contudo, ndo houve dife-
renga significativa na concentragio sérica de Na entre os
grupos. A administracio do antagonista do MIF (p425)
no grupo com ND reduziram de forma significativa o
BUN séricoe a Cr (p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente).
Coletivamente, os dados sugeriram que o p425 produziu
efeito protetor contra as lesdes causadas pela ND.

EFeiTos Do P425 SOBRE A GLICEMIA

A Figura 1 mostra que no 5°, 21° e 42° dias do estu-
do de seis semanas os niveis de glicemia do grupo de
controle foram 84,4 = 8,9, 81,2 = 5,1 ¢ 87,7 + 8,7 mg/
dL, respectivamente. Os animais com ND apresenta-
ram niveis significativamente elevados (316,4 = 72,1,
328,1 = 42,3 € 321,6 = 74,3 mg/dL, respectivamente;
p < 0,001). A elevagio da glicemia permaneceu es-
tavel ao longo do tempo. A administragio de p425
no grupo com ND no periodo do estudo de 42 dias

TABELA 1 NiVEIS SERICOS DE CREATININA, BUN, SODIO E POTASSIO NOS GRUPOS DO ESTUDO
Grupo Creatinina (mg/dl) BUN (mg/dl) Na (meq/L) K (meq/L)
Controle 0.45 + 0,1 13,3+ 2,3 139,5+ 4,8 4,2 +04
ND 1,04 £ 0,2*% 26,1 + 4* 141,2 £ 3,2 53+ 0,6*
ND +p425 0,61 +0,1" 18,2 + 1,91 139 + 4,7 4,6 +0,5

Valores exibidos como média + DP. DN (nefropatia diabética), p425 (antagonista do MIF) * e " indicam diferenca significativa em relagdo aos grupos

de controle e ND, respectivamente (p < 0,05).
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Figura 1. Glicemia no 52, 212 e 422 dia do periodo do estudo. Os
valores sdo exibidos como média + DP. ND: Nefropatia Diabética;
p425: antagonista do MIF. *indica diferencga significativa em relacéo
ao grupo de controle (p < 0,001).

reduziu a glicemia em compara¢do com o grupo com
ND que nio recebeu p425, embora a alteracdo nio
tenha sido estatisticamente significativa (Figura 1).

EreiTos po p425 soBrRe GAGS URINARIOS

Ao final do periodo de seis semanas do estudo, os niveis
de GAGs urindrios de 6 horas foram significativamente
mais elevados nos ratos com ND em comparacio aos
controles sauddveis (p < 0,001). Contudo, o grupo que
recebeu antagonista do MIF (p425) apresentou excrecao
significativamente menor de GAGs do que os ratos com
ND nio tratados (p < 0,001, Tabela 2).

EFeITos DO P425 SOBRE A EXCRECAO URINARIA DE PRO-
TEINA E RELACAO PROTEINA/CREATININA (RPC):

Ao final do periodo de trés semanas do estudo, o nivel de
excrecio urindria de proteina de 6 horas foi de 8,8 + 2,4,
50 + 14,6 € 48,6 = 18 mg/6h entre os controles saudaveis,
controles diabéticos e controles diabéticos tratados, res-
pectivamente. A excrecdo urinaria de proteina aumentou
significativamente nos ratos diabéticos (p < 0,01). O ni-
vel de excre¢do urindria de proteina de 6 horas perma-
neceu elevado ao longo do tempo no grupo com ND em
relagdo aos controles (p < 0,001). No entanto, a admi-
nistracdo do antagonista do MIF (p425) reduziu signifi-
cativamente a excregdo urindria de proteina de 6h (p <
0,001) no grupo com ND em compara¢io ao grupo com
ND nio tratado (Tabela 2). Os resultados indicaram um
efeito de melhoria do p425 no grupo com ND induzida

por STZ, evidenciado por queda significativa (p < 0,001)
na RPC na urina (Figura 2).

CORRELACAO ENTRE PROTEINA URINARIA E EXCRECAO
URINARIA DE GLICOSAMINOGLICANOS

Houve correlagio significativa entre excre¢do urinaria
de proteina e excrecdo urindria de glicosaminoglica-
nos (r = 0,89, p < 0,001) em todos os grupos do estudo
(Figura 3).

Figura 2. Relacéo proteina/creatinina na urina. Os valores sdo exibidos
como média = DP. ND: Nefropatia Diabética; p425: antagonista do
MIF; * e T indicam diferenca significativa em relacdo aos grupos de
controle e ND, respectivamente (p < 0,001).
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Figura 3. Curvas da regressdo linear representando proteina e
glicosaminoglicanos urinarios nos ratos normais e diabéticos (r= 0,89
e p<0,001).

EFeiTos DO P425 SOBRE ALTERACOES MORFOLOGICAS
APOS LESAO POR ND

As Figuras 4 e 5 mostram que a ND levou a lesdo
tubular caracterizada por acentuado descolamento

TABELA 2 NIVEIS URINARIOS DE CREATININA, PROTEINA E GLICOSAMINOGLICANOS (GAG)
Grupo Cr U (mg/dl) Prot. U 21 (mg/6h) Prot. U 42 (mg/6h) GAG (mg/6h)
Controle 339+438 88+24 94+26 41,6 +6,8
ND 269+ 72 50 + 14,6* 70 + 2,4* 131,2 + 19,2*
ND +p425 29,4 + 77 48,6 + 18,3* 174 + 8,47 60,8 + 127

Valores exibidos como média + DP. DN (nefropatia diabética), p425 (antagonista do MIF) Prot. U 21 e 42 (proteina urinéria no 210 e 420 dia). * e '
indicam diferenca significativa em relagdo aos grupos de controle e ND, respectivamente (p < 0,01).
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tubular renal, necrose tubular e perda de borda
em escova, além de aumento da drea de superfi-
cie glomerular, expansio mesangial, espessamento
da MBG e da cipsula de Bowman e aumento da
deposicdo de proteinas da matriz na matriz mesan-
gial. O “indice esclerdtico”, que reflete o acimulo
de matriz glomerular, aumentou nos ratos com ND
nao tratados em relacdo aos controles saudaveis
(2,73 = 0,17 vs. 0,2 = 0,07, trés semanas apds o
inicio da albuminria, p < 0,001), mas sofreu que-
da significativa (1,17+0,16, p < 0,001) com trata-
mento com p425 (Figura 4). A deposi¢ao de cola-
geno no glomérulo foi acentuadamente reduzida no
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grupo com ND apds tratamento com p425 (2,37
= 0,11 vs. 0,57 = 0,09, p < 0,001 Figura 5). Como
mostrado nas Figuras 4 e 5, as alterac¢des patoldgi-
cas citadas acima foram significativamente reduzi-
das nos ratos com ND tratados com p4235.

DiscussAo

Os resultados do presente estudo demonstraram que
o antagonista do MIF (p425) reduziu a proteintria
e a excrecao urinaria de GAGs e preveniu o espessa-
mento da membrana basal glomerular e o acimulo
de MEC nos ratos com ND induzida por STZ. Houve

Figura 4. Fotomicrografias de tecidos renais corados pelo método PAS. ND: Nefropatia Diabética; p425: antagonista do MIF. As setas mostram
0 acumulo de matriz mesangial em dreas livres de nucleos do mesangio nos glomérulos. O “indice esclerético” se refere ao escore médio + EP.
Os escores refletem variagdes no grau e nao na intensidade da coloragao. * e T indicam diferenca significativa em relagdo aos grupos de controle

e ND, respectivamente (p<0,001). Ampliagdo: 400x.
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Figura 5. Fotomicrografias de tecidos renais corados pelo método tricromico de Masson. ND: Nefropatia Diabética; p425: antagonista do MIF.
As setas mostram a deposicao de coladgeno. A “deposicao glomerular de coldgeno” se refere ao escore médio + EP. * e T indicam diferenca
significativa em relagdo aos grupos de controle e ND, respectivamente (p<0,001). Ampliagao: 400x.

um aumento significativo na excrecio urindria de pro-
teinas durante o estudo de seis semanas. Foi obser-
vado espessamento da MBG. Alteracdes nas cadeias
de GAGs de heparan sulfato nio foram investigadas
no presente estudo. Contudo, a perda de proteoglica-
nos de heparan sulfato na MBG foi associada a pro-
teintria em doengas glomerulares, incluindo ND.3?
Os resultados do presente estudo confirmaram que a
excre¢do urindria de GAGs estava elevada nos ratos
diabéticos nao tratados, como descrito anteriormente
por Reddi.’*** Uma queda significativa na excrecio
urindria de GAGs foi detectada nos ratos com ND
tratados com p425 em relacdo aos ratos com ND nio
tratados. A excre¢do urindria de GAGs foi significati-
vamente correlacionada com a excre¢ao de proteinas
em todos os grupos do estudo. Tal fato pode indicar
que a perda aumentada de proteoglicanos em rins dia-
béticos é revertida pelo tratamento com antagonista
do MIF (p425). Este é o primeiro relato de tal efeito.
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Os resultados dos pardmetros bioquimicos foram
corroborados pelos achados da microscopia 6ptica.
Tais achados sugerem que a inibi¢ao do MIF pode ser
benéfica para ND e que este efeito pode ser atribuido
ao seu papel na modulagio da ativacao dos macréfa-
gos e da membrana basal glomerular. Nosso interesse
reside no MIF enquanto potencial alvo terapéutico
para ND, nio s6 por estar elevado em pacientes e
modelos animais com ND,?*?” mas também por conta
de seu papel fundamental na cascata inflamatéria e
na polarizacio dos macrdfagos. O MIF € a primeira
molécula a chegar ao local da inflamacio e provavel-
mente determina o grau de inflamacio celular.”

Embora as alteragdes na atividade da heparana-
se ndo tenham sido examinadas no presente estudo,
atividade da heparanase foi relatada em macréfa-
gos, plaquetas, neutréfilos, mondcitos, células de
Langerhans e varias outras células.'$23 Supde-se que
a heparanase secretada ou associada 3 membrana



seja responsavel pela degradacdo da MEC. A ativi-
dade da heparanase, uma endoglicosidase que cliva
especificamente as cadeias laterais da HS de HSPG,
foi observada em pacientes diabéticos tipo 1 e tipo
2 com proteinuria.'>!? Portanto, a perda de HS na
membrana basal glomerular resulta em diminui¢do
da barreira de carga anidnica, o que possivelmente
a configura como uma das principais causas de pro-
teinuria na ND.

A ND ¢ caracterizada por fibrose progressiva co-
mo via final, eventualmente afetando todas as subes-
truturas do rim. Estudos recentes descrevem infiltra-
¢do intersticial de macréfagos ligada a producdo de
citocinas responsaveis por lesdo histoldogica e prolife-
racdo e ativacdo de fibroblastos.>**¢ Alguns estudos
demonstraram que macrofagos M1 classicamente ati-
vados induzem permeabilidade podocitaria.’” O pre-
sente estudo forneceu evidéncias de que a inibi¢dao do
MIF foi funcionalmente significativa, o que possivel-
mente levou a reducdo da ativagdo de macrdfagos no
rim diabético e a queda da proteintria, acimulo de
MEC e deposicao de colageno em glomérulos in vivo.
Esses efeitos podem ser atribuidos ao efeito inibitorio
do MIF sobre a ativacdo de macréfagos no rim dia-
bético. Portanto, a inibicdo do MIF pode representar
uma estratégia terapéutica potencial para ND.

Em conclusdo, o tratamento com antagonista do
MIF (p425) reduz a excregdo urindria de proteina e
GAGs, evita o espessamento da MBG e a deposi¢io
de colageno, e provavelmente produz efeito protetor
contra a perda de conteido anidnico na MBG de ratos
com ND. A preserva¢io de GAGs e das cargas ani6-
nicas da MBG parece ser um dos mecanismos pelos
quais o p425 reduz a proteindria em ratos diabéticos.
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