Papel do Sistema Endotelina na

Nefropatia Diabética

RESUMO

A nefropatia diabética (ND) é uma importante complicagao cronica do diabe-
tes melito (DM), sendo uma das principais causas dos novos casos de didlise
e esta associada ao aumento da mortalidade. Os principais fatores de risco
sdo a hiperglicemia, a hipertensao arterial sistémica (HAS), a dislipidemia e
a susceptibilidade genética. O sistema renina-angiotensina (SRA) tem papel
importante na génese e na progressao da ND e existem evidéncias de intera-
¢ao entre este sistema e as endotelinas. As endotelinas sdo peptideos com
potente acdo vasoconstritora que atuam modulando o tono vasomotor, a
proliferacédo celular e a produgdo hormonal. Estes peptideos agem por meio
de dois receptores (ET-A e ET-B), que sdo expressos nas células endoteliais e
no musculo liso vascular. A ativacado destes receptores nas células renais
leva a complexa cascata de alteragdes, resultando proliferagdo e hipertrofia
das células mesangiais, vasoconstricdo das arteriolas aferentes e eferentes e
acumulo de matriz extracelular. Essas alteragbes hemodinamicas renais es-
tao associadas com o aparecimento e a progressao da doencga renal no DM.
Niveis plasmaticos elevados de endotelina-1 (ET-1) tém sido relatados em
pacientes com DM e ha algumas evidéncias que sugerem que o aumento da
producgéo de ET-1 poderia levar a dano glomerular. O uso de drogas antago-
nistas do receptor da ET-1 em situagoes de DM experimental tem mostrado
propriedades nefroprotetoras, reforcando a importancia deste sistema na
ND. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008; 52/4:581-588)

Descritores: Endotelina; Diabete Melito; Nefropatia Diabética.

ABSTRACT

Endothelin System Function in Diabetic Nephropathy.

Diabetic Nephropathy (DN) is a major chronic complication of diabetes mel-
litus (DM), and one of the main causes of new cases for dialysis, being associ-
ated with increasing mortality. The main risk factors for DN are hypertension,
hyperglycemia, dyslipidemia, and genetic susceptibility. The renin-angio-
tensin system (RAS) plays an important role in genesis and progression of
DN and there is evidence of an interrelationship between this system and the
endothelins. Endothelins are powerful vasoconstrictor peptides and act as
modulators of vasomotor tone, cell proliferation, and hormone production.
These peptides act through two types of receptors (ET-A and ET-B) and are
expressed on endothelial cells and vascular smooth-muscle cells. Activation
of this receptor in renal cells leads to a complex signaling cascade resultant-
ing in stimulation of mesangial cell hypertrophy, proliferation, contraction,
and extracellular matrix accumulation. These hemodinamic renal alterations
are associated with the onset and progress of renal disease in DM. Elevated
endothelin-1 (ET-1) levels have been reported in patients with DM. There is
evidence suggesting that an increase in the production of ET-1 leads to glom-
erular damage. The use of ET receptor antagonists has been reported as
renoprotective, correcting the early hemodynamic abnormalities in experi-
mental DM, reinforcing the importance of this system in DN. (Arq Bras Endo-
crinol Metab 2008; 52/4:581-588)
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INTRODUCAO

NEFROPATIA DIABETICA (ND) £ uma importante com-

plicagdo do diabetes melito (DM), sendo responsai-
vel por aproximadamente um quarto dos casos iniciando
dialise na regiio metropolitana de Porto Alegre, RS (1).
Outros estudos relatam incidéncia ainda maior nos pa-
cientes em inicio de didlise, chegando préximo a 50%
(2). AND acomete cerca de 30% dos pacientes com DM
tipo 1, sendo a principal causa de morte nesse grupo e,
em pacientes com DM tipo 2 sua prevaléncia varia de
20% a 50%, dependendo da origem étnica (3,4). Os pa-
cientes com ND apresentam maior mortalidade desde
suas fases iniciais. Além disso, a sobrevida dos pacientes
com DM em programas de hemodidlise ¢ menor do que
a sobrevida dos pacientes sem DM (1,5).

As alteragOes estruturais renais relacionadas a ND
sdo caracterizadas por aumento da membrana basal
glomerular, espessamento da membrana basal tubular,
esclerose mesangial difusa, microaneurismas e arterios-
clerose da camada hialina da intima (6,7). Areas de in-
tensa expansio mesangial, chamadas nédulos de
Kimmelstiel-Wilson ou expansio mesangial nodular, sio
observadas em torno de 40% a 50% dos pacientes que
desenvolvem proteindria, ¢ ¢ uma alteragio patognomo-
nica da ND. Em fases mais avan¢adas da doenga ocorre
atrofia tubular e fibrose intersticial (8,9).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento
da ND sdo a hiperglicemia, a hipertensdo arterial sistémica
(HAS) (10-12) ¢ a predisposi¢io genética (13-15). Além
destes, o sistema renina-angiotensina (SRA) parece ter
um papel importante no desenvolvimento e progressio
da ND (16-19). No entanto, achados recentes tém de-
monstrado que outros fatores relacionados ao SRA,
como a aldosterona e o sistema endotelina, também tém
um papel importante na instalagdo ¢ na progressio desta
complicagdo (20,21). O objetivo deste trabalho ¢ abor-
dar as evidéncias de uma possivel contribui¢io do siste-
ma endotelina na génese da ND.

CARACTERIZACAO DO SISTEMA
ENDOTELINA

As endotelinas sio peptideos vasoconstritores represen-
tados pela endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e
endotelina-3 (ET-3). Estes peptideos sio produzidos
em varios tecidos, onde atuam como moduladores do
tonus vascular, proliferacio celular e produ¢io hormo-
nal (20-22). Apenas a ET-1 ¢ produzida pelas células
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endoteliais, sendo, portanto, a que esta relacionada a
disfungao endotelial. A ET-1 é produzida, em menor
proporgio, pelas células vasculares do musculo liso,
neuronios, células endometriais, células mesangiais dos
rins, células de Sertoli e células epiteliais da mama e do
pulmio (21). Estimulos como a isquemia, a hipdxia ou
a tensdo de cisalhamento no vaso induz em minutos a
transcricdo do RNA mensageiro, a sintese e a secre¢io
da ET-1. Com isso, as células vasculares podem rapida-
mente ajustar a necessidade de ET-1 para regular o t6-
nus vasomotor. Este peptideo tem meia-vida plasmatica
de 4 a 7 minutos ¢ sofre metaboliza¢io de primeira pas-
sagem (80% a 90%) nos pulmdes (21). A ET-1 ¢ consi-
derada um horménio paricrino, visto que 75% de sua
secre¢io ¢ liberada no lado sublumial da célula, atuan-
do diretamente no musculo liso vascular (20). Em vir-
tude desta a¢do paracrina, sua concentragio plasmdtica
¢ muito baixa. Para dosagem da ET-1 sérica é necessaria
cuidadosa coleta da amostra para evitar degradag¢io do
peptideo in vitro, técnica de extra¢do segura ¢ um mé-
todo sensivel para sua quantificagio (22). Apesar de os
baixos niveis séricos, varios estudos clinicos correlacio-
nam os niveis da ET-1 sérica com a presenga de diversas
doengas, como DM tipo 2 ¢ doengas do sistema cardio-
vascular, como HAS, doenga cerebrovascular, insufici-
éncia cardfaca congestiva ¢ infarto agudo do miocirdio
(23-27), assim como seu papel como marcador precoce
de reoclusio ap6s angioplastia coronariana (28).

A ET-2 ¢ produzida predominantemente nos rins e
no intestino e em pequenas quantidades no miocardio,
placenta e ttero (21). E o vasoconstritor mais potente
dos trés peptideos. Em animais, ET-2 co-segrega com
hipertensio sistélica (29), enquanto no ser humano seu
papel nido estd bem esclarecido. A ET-3 ¢ encontrada
em altas concentragdes no cérebro e em menor quanti-
dade no trato gastrintestinal, pulmoes ¢ rins. Possivel-
mente regule importantes fungdes dos neurdnios e dos
astrocitos (30).

As endotelinas agem nos tecidos-alvo por meio de
dois receptores. O receptor do tipo A (ET-A) e o recep-
tor do tipo B (ET-B), que pertencem a superfamilia dos
receptores da proteina G da membrana plasmdtica
(20,21). Os receptores ET-A estao presentes em abun-
dancia nas células do musculo liso vascular ¢ nos midci-
tos cardiacos. Estes apresentam afinidade dez vezes
maior para a ET-1 do que para as outras isoformas ¢ ¢é
principalmente por meio destes receptores que a ET-1
age, causando vasoconstri¢io. Os receptores ET-B sio
expressos predominantemente nas células endoteliais e
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em propor¢do muito menor nas células do musculo liso
vascular (20,21). Estes apresentam a mesma afinidade
para as trés isoformas da endotelina (21).

FISIOLOGIA DO SISTEMA ENDOTELINA

O gene da ET-1 estd localizado no cromossomo 6
(6p24.1) e contém 5 exons. O gene da ET-2 se localiza
no cromossomo 1 (1p34) e contém 5 exons ¢ o gene da
ET-3 selocaliza no cromossomo 20 (20q13.2 ¢20q13.3)
e contém 6 exons. O gene que codifica o receptor ET-A
se localiza no cromossomo 4 (4q31.22) e contém 8
exons, enquanto o gene do ET-B tem duas isoformas ¢
localiza-se no cromossomo 13 (13q22) e tem 7 exons
(http: / /www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank).

A expressio dos receptores da endotelina (ET-A ¢
ET-B) é regulada em paralelo com a expressio da ET-1
(31). Fatores fisicos, bioquimicos ¢ humorais regulam a
transcri¢do do gene da ET-1 estimulando a sintese da
pré-proendotelina-1, que contém 203 aminodcidos.
Este pré-hormoénio ¢ entdo transformado pelas endo-
peptidases em big-endotelina-1, que ¢ a forma circulan-
te no plasma, mas que ¢ funcionalmente inativa. As

enzimas de conversdao da endotelina, quimases ¢ meta-
loproteases clivam a &ig-endotelina entre as posi¢oes 21
(triptofano) e 22 (valina), liberando a forma ativa da
ET-1 com 21 aminoacidos (21).

Em situagoes de hipdxia, ocorre estimulo para produ-
¢3o de ET-1 e do receptor ET-A nas células endoteliais ¢
nas células do musculo liso vascular concomitantemente.
A ativagdo dos receptores da ET-A estimula a hidrolise da
fosfolipase C que leva ao aumento do cilcio intracelular,
causando vasoconstri¢do e ativando a proteina C quinase
que resulta proliferagio tecidual (20,21). A vasoconstri-
¢ao persiste apos a ET-1 ser removida do receptor, prova-
velmente em virtude de a concentragio de cilcio
intracelular permanecer elevada. A presen¢a de 6xido ni-
trico encurta o periodo de vasoconstri¢io por acelerar o
retorno do célcio intracelular ao valor basal (21).

O receptor ET-B esta presente em maior quantidade
nas células endoteliais ¢ a sua ativagdo causa liberac¢do de
substincias vasodilatadoras, como o éxido nitrico ¢ a
prostaciclina, levando a vasodilata¢do inicial, seguida por
vasoconstri¢io (31). Este receptor ¢ encontrado em me-
nor proporgido nas células do musculo liso vascular, onde
sua ativagdo causa vasoconstri¢ao (Figura 1).

Endotelina-1

'

Células
endoteliais

Prostaciclina

Oxido
nitrico

Vasodilatagao

Figura 1.

N\

Células do musculo
liso vascular

Vasoconstrigao
proliferagéo celular

Acdo da endotelina pelos receptores ET-B nas células endoteliais causando vasodilatacdo, e pelos receptores ET-A

e ET-B nas células do musculo liso vascular causando vasoconstricdo.
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ENDOTELINA-1

Das trés endotelinas, a ET-1 ¢ a principal representante
do sistema endotelina relacionada a distrbios hemodi-
nimicos ¢ de disfuncio endotelial. A ET-1 ¢ o receptor
ET-A tém provavelmente importante papel na manuten-
¢3o do tonus vasomotor basal (32). Esta endotelina tem
efeito vasoconstritor cem vezes maior que a norepinefri-
na, sendo um dos mais potentes vasoconstritores ja iden-
tificados (21). Este efeito é mediado principalmente pela
ativa¢do do receptor da ET-A nas células do musculo liso
vascular (33). A ET-1 também potencializa a vasocons-
tricio causada pela norepinefrina ¢ pela epinefrina, as
quais estimulam a produg¢io de ET-1 (34).

A ET-1 interage com outros fatores vasoativos e sua
produgio ¢ estimulada por varios hormonios, peptideos
vasoativos, fatores de crescimento ¢ condi¢oes de au-
mento da tensdo de cisalhamento na parede dos vasos.
Substincias vasodilatadoras, como o 6xido nitrico e as
prostaciclinas, inibem a sua produgdo (21) (Tabela 1).

Tabela 1. Fatores relacionados a expressdo e sintese da ET-1.
Estimuladores Inibidores
Angiotensina Il Oxido nitrico

Catecolaminas Prostaglandinas

Fator de crescimento Prostaciclina
Hipoxia Hormonio atrial natriurético
Insulina Endotelina-3
Lipidios (LDL, HDL)

Tens@o de cisalhamento

Estrogénios

Hiperglicemia

O endotélio dos vasos regula o tonus e o crescimen-
to vascular por intermédio do equilibrio entre fatores de
relaxamento e de contragdo. As a¢oes mitogénicas ¢ va-
soconstritoras da ET-1 sio contrabalan¢adas por fatores
vasodilatadores ¢ anticrescimento, como as prostacicli-
nas ¢ o fator de relaxamento derivado do endotélio (35).
Alteragdes metabdlicas que estio presentes no DM,
como o hiperinsulinismo, a hiperglicemia e a hiperlipide-
mia, estimulam diretamente a liberagio da ET-1 pelas
células endoteliais e a expressdao de seus receptores (20).
A exposi¢io prolongada das células endoteliais e do mus-
culo liso vascular a alteragdes metabolicas do DM pro-
move aterosclerose e outras alteragdes morfologicas nos
vasos, que indiretamente afetam a liberagdo ¢ a agdo da
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ET-1 em virios 6rgaos-alvo (20). Varios estudos tém
descrito aumento dos niveis séricos de ET-1 em pacien-
tes com DM (23-25) em estados de resisténcia a insulina
(26,27). Além disso, o uso de antagonistas dos recepto-
res da ET-1 melhora a resposta vasodilatadora em pa-
cientes com HAS (36-38). Em modelos de animais
diabéticos, estes farmacos apresentam efeito protetor no
desenvolvimento e progressio da ND (39-41).

ENDOTELINA-1 E NEFROPATIA DIABETICA

O rim ¢ um importante local de produgdo e também ¢
alvo da agdo da ET-1. As células mesangiais sao as prin-
cipais células que produzem ¢ sofrem a¢io da ET-1 no
rim (42), entretanto as células epiteliais glomerulares e
tubulares também produzem ET-1 (43). Os receptores
ET-A estdo presentes nas artérias arqueadas e vasa reta
e os receptores ET-B sio encontrados predominante-
mente nos ductos coletores, sugerindo diferentes pa-
péis na reabsor¢io de sal e 4gua. Ambos receptores sio
encontrados no glomérulo (31).

Os efeitos hemodindmicos da ET-1 no rim sdo au-
mentar a resisténcia vascular renal por vasoconstrigio
das arterfolas aferentes ¢ eferentes e artérias arqueadas ¢
interlobulares. Conseqtientemente, hd redug¢io do flu-
X0 sanguineo, taxa de filtra¢io glomerular ¢ inibi¢do da
reabsor¢io de sal e de 4gua. A ET-1 também causa pro-
liferagio celular glomerular ¢ acimulo de proteinas na
matriz extracelular (31). A administragdo sistémica de
ET-1 reduz a taxa de filtra¢do glomerular e pode causar
natriurese, um mecanismo que provavelmente est rela-
cionado ao efeito do receptor ET-A (44).

Como descrito anteriormente, existe intera¢io da
ET-1 com outras substancias vasoativas, como a angio-
tensina II (Ang II) (45,46). A inibigdo da produgio de
Ang II, estimulada pela ET-1 ou a inibigio direta da
acio da ET-1 pode prevenir efeitos da Ang II de esti-
mulo a hipertrofia cardiaca (47,48). A Ang 11, reconhe-
cidamente relacionada a ND, tem sido identificada como
um potente estimulador da secre¢io de ET-1 (37) e al-
guns de seus efeitos sio dependentes de maior estimulo
da ET-1 (36). Em culturas de células mesangiais renais,
a sintese de matriz protéica induzida pela ET-1 pode ser
prevenida com o uso de inibidores da enzima conversora
da angiotensina e, no tecido vascular, o efeito da Ang II
¢ atenuado pelo uso de antagonistas da ET-1 (38). Estas
evidéncias mostram importante inter-relagao dessas duas
substincias vasoconstritoras na lesio renal.

Arqg Bras Endrocrinol Metalb 2008;52/4
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Recentes estudos tém discutido o papel da ET-1 na
fase inicial da ND. Foram encontrados em pacientes
com DM tipo 2 niveis plasmdticos elevados de ET-1,
independente da presenga de doenga microvascular,
porém os pacientes com DM e microalbumintria ti-
nham niveis de ET-1 significativamente mais elevados
do que normoalbumintricos e hipertensos sem DM
(25). Por outro lado, um estudo prévio com pequeno
namero de pacientes mediu os niveis séricos de ET-1
em pacientes com DM microalbumintricos, macroal-
bumintricos e controles sem DM e encontrou niveis
significativamente mais elevados apenas no grupo com
macroalbumintria (49). Em um nimero maior de pa-
cientes com DM tipo 2 e fun¢io renal preservada, de-
monstramos que os niveis de ET-1 estio aumentados
de maneira crescente nos pacientes micro ¢ macroalbu-
minuricos, quando comparados aos pacientes normoal-
bumintricos (50) (Figura 2).

A atividade da ET-1 end6gena no receptor ET-A
(51) e a produgio renal de ET-1 estio aumentadas
em individuos com DM (25). Também foi observado
que a expressio do gene da ET-1 estd aumentada em
rins de ratos diabéticos, assim como em culturas de
células mesangiais de rato expostas a alta concentra-
¢do de glicose (52). Estes achados refor¢am a hipoéte-
se de que a ativagdo precoce do endotélio vascular
levaria ao aumento da produg¢io e expressio de ET-1,
¢ isso favoreceria a instala¢io da microalbumindria
(25). Estes achados sdo refor¢ados por um estudo
que avaliou a fung¢do endotelial em pacientes com
DM tipo 1 por meio da dosagem seriada de fator de
von Willebrand (vVWF) por periodo de 64 meses.
Neste estudo, foi demonstrado que a disfun¢io en-
dotelial, estimada pelo nivel plasmitico do fator de
vWE, precedeu o inicio de microalbumintria em trés
anos (53).
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Figura 2. Niveis plasmdticos de endotelina-1 em pacientes com DM tipo 2 conforme excregdo urindria de albumina.
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O papel das endotelinas na regulagio da hemodini-
mica renal, assim como no crescimento da matriz extra-
celular, faz que os genes envolvidos neste sistema sejam
candidatos naturais implicados no desenvolvimento da
ND. Como citado anteriormente, a hiperglicemia per se
leva ao aumento na expressio do gene da ET-1 (54).
Entretanto, nio existem estudos que avaliem se as alte-
ragoes funcionais nesses genes poderiam estar associa-
das a presenga de ND. Alguns dos polimorfismos
descritos no gene que codifica o receptor A (EX8nt211,
EX8nt1363) estdo associados a maior pressio de pulso
(55). Entretanto, nenhum deles foi analisado em rela-
¢do a presenga de ND.

MEDICACOES QUE ATUAM
NO SISTEMA ENDOTELINA

Estudos em modelos animais demonstram que ocorre
normaliza¢do da pressio glomerular ¢ diminui¢io de
deposi¢io de proteinas na matriz extracelular, assim
como diminui¢do da excre¢do urindria de albumina,
com o uso do bloqueador do receptor ET-A/ET-B
(bosentan) (40). Nestes animais, o uso do bosentan
apresentou efeito nefroprotetor, corrigindo tanto a hi-
perfiltra¢do inicial quanto a evolu¢io para nefropatia
clinica (41). Hocher ¢ cols. (56) estudaram o uso de
antagonista seletivo do ET-A (LU 135252) em com-
paragio com o antagonista combinado ET-A/ET-B
(LU 224332) em ratos, ¢ mostraram que os dois anta-
gonistas normalizaram a expressao da fibronectina e do
colageno tipo IV dentro do glomérulo, que estava au-
mentada apds 36 semanas da indu¢io do DM, e redu-
ziram em 50% a proteindria em relagdo aos controles.
O efeito antifibrético parece ser mediado via receptor
ET-A. Um estudo em pacientes com DM tipo 2 obe-
sos, com resisténcia a insulina, mostrou melhora da
vasodilata¢io endotélio-dependente com o uso do blo-
queador do ET-A (BQ123) (57). Estes resultados po-
dem ter importantes implicagdes no tratamento e na
preven¢do da ND, assim como de outras complica¢des
do DM.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As evidéncias atuais indicam que a ET-1 seja um impor-
tante marcador da disfun¢io endotelial que leva a hi-
pertrofia vascular, aterogénese ¢ glomeruloesclerose. O
aumento dos niveis séricos tem sido descrito em pa-
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cientes com DM, especialmente naqueles que apresen-
tam aumento da excre¢io urindria da albumina.
Reforcada por estudos de intervengio, pode se inferir
que esta associagdo tenha efeito causal na etiologia da
ND ¢ que nio seja meramente secunddria a presenga
desta (epifendmeno). A aplicagdo clinica de bloqueado-
res da ag¢do das endotelinas é promissora e, caso se con-
firme, poderd ser uma importante op¢io terapéutica no
tratamento e na preven¢io desta complica¢io do DM.
Por fim, estudos que avaliem se existem variantes géni-
cas associadas a ND permitiriam identifica¢io precoce
de grupos de individuos suscetiveis, nos quais a inter-
vengdao mais precoce e agressiva seria benéfica.
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