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RESUMO

Um dos mecanismos de defesa contra a nefrolitiase € a presenca de macromo-
léculas que modulam a nucleagéo, crescimento, agregagéo e retengdo de cristais
nos rins. O objetivo deste estudo foi determinar o comportamento da proteina de
Tamm-Horsfall (THP) e da uromodulina (UM) na cristalizagdo do oxalato de calcio.
Foi estudado um grupo de dez pacientes masculinos, com histéria de pelo menos
um calculo composto de 50% ou mais de oxalato de calcio. Foram classificados
como portadores de doenca litidsica idiopatica e ndo apresentavam anormalidades
metabdlicas associadas a nefrolitiase. Dez homens sem doenca litiasica foram
também estudados, assim como um grupo constituido por cinco mulheres normais e
outro formado por cinco gestantes. A cristalizacdo foi induzida por supersaturagao
fixa de oxalato de calcio. A bioquimica urinaria nao revelou diferencas significativas
entre os pacienteé e demais grupos. O numero de particulas depositadas sob agao
da THP dos portadores de nefrolitiase foi maior que o dos demais grupos (p<0,0001).
Entretanto, a THP do grupo nefrolitiase diminuiu significativamente o didmetro das
particulas (p<0,002) quando analisada pela moda de distribuicdo da curva de
volume, 5,64 + 0,55 um da THP comparado a 11,41 £ 0,48 um da UM, contra 15,94 £
3,93 e 12,45 + 0,97 um da THP e UM de homens normais, respectivamente; 8,17 *
1,57 e 9,82 £+ 0,95 da THP e UM de mulheres normais, respectivamente; 12,17 £ 1,41
um e 12,99 £ 0,51 da THP e UM das gestantes, respectivamente. A UM produziu
menos particulas do que a THP em todos os grupos estudados. No entanto, o
volume total dos cristais formados pela UM foi maior. Este comportamento sugere
uma acdo preferencial da THP na nucleagdo e da UM na agregacéo cristalina. Esta
diferenca foi ampliada em pacientes do grupo nefrolitiase.
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ABSTRACT

One of the defenses against nephrolithiasis include macromolecules that modulate the
nucleation, growth, aggregation and retention of crystals in the kidneys. The aim of this
study was to determine the behavior of two of these proteins, Tamm-Horsfall (THP) and
uromodulin (UM) on calcium oxalate crystallization. We studied a group of 10 male
stone-formers, with at least one separate kidney stone, with 50% or more composed of
calcium oxalate. They were classified as having idiopathic nephrolithiasis and had no
well-known metabolic risk factors involved in kidney stone pathogenesis.\ Ten men
without nephrolithiasis were also studied, as were a group formed by 5 normal women
and another formed by 5 pregnant women. Crystallization was induced by a fixed
supersaturation of calcium oxalate. The urinary chemistry from patients overlapped
those of other groups and did not differ significantly. The number of particulate material
deposited from patients’ THP was significantly higher than the other groups (p<0.001).
However, THP significantly decreased the particle diameter in the stone-formers group
(p<0.002) when analyzed by the mode of the volume distribution curve, 5.64 + 0.55 um
compared to 11.41 £ 0.48 of UM; 15.94 + 3.93 and 12.45 + 0.97 um of normal men THP
and UM, respectively; 8.17 = 1.57 and 9.82 + 0.95 of normal women THP and UM,
respectively; 12.17 + 1.41 and 12.99 £ 0.51 um of pregnant women THP and UM,
respectively). UM produced fewer particles than THP in all groups. Nonetheless, the total
volume of the crystals produced by UM was larger than THP. This dual behavior
suggests different functions. THP may act on nucleation and UM may promote

aggregation of calcium oxalate crystals.
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1 INTRODUGCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A formacéo de calculos no trato urindrio pode ser entendida como uma
forma de biomineralizagao (MANN, S., 1983). A nefrolitiase &, portanto, um processo
de cristalizagdo que ocorre em um sistema biolégico e é influenciada por ele. Nas
suas diversas etapas, varios componentes e moduladores podem ser identificados.
De modo simplificado, estes podem ser divididos em fatores fl’sico.-quimicos, que
influenciam principalmente a saturacéo urindria e posterior nucleagéo, crescimento e
agregacdao de particulas cristalinas, e fatores bioldgicos, relacionados primor-
dialmente a macromoléculas urindrias que atuam como inibidores da cristalizagao

(ROBERTSON, W. G.; PEACOCK, M., 1972).

1.2 ESTADOS DE SATURACAO E NUCLEACAO

A formacao de particulas cristalinas envolve dois aspectos fisico-quimicos:
uma fase termodindmica que inclui o desenvolvimento de supersaturagio,
resultando na nucleagao de microcristais, e uma fase cinética, que engloba a taxa de
nucleacéo, crescimento e agregacéo destes cristais (KOK, D. J. et al. 1988). Estes
processos determinardo a forma, o tamanho e o numero dos cristais gerados.

A figura 1 ilustra trés condicdes gerais de uma solugédo contendo ions ou
moléculas de materiais cristalinos soluveis, como a urina por exemplo. O diagrama
demonstra aumento crescente de concentracdo, de baixo para cima. O produto de
concentracdo, uma medida da solubilidade de determinada substancia, é
determinado matematicamente multiplicando-se seus componentes ibnicos
individuais. Por exemplo, o produto de concentragcdao (PC) da hidroxiapatita é

calculado como = [Ca*?]°[PO47°]° [OH ] (MEYER, J. L., 1990).



FIGURA 1 - ESTADOS DE SATURAGAO
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Dois outros conceitos s&o importantes para a interagao soluto-solvente nos
processos de cristalizagédo: o produto de solubilidade (Kps) e o produto de formacgao
(Kf). O Kps é o produto de concentragéo no qual existe equilibrio entre a porgao
cristalina e a solvente, ndo havendo formacgéo de novas particulas. O Kf refere-se ao
produto de concentracdo no qual havera precipitacdao, em velocidade cinética
significativa, mesmo sem a inclusdo de materiais pré-formados ou outras superficies
cristalinas (FINLAYSON, B.; KHAN, S. R.; HACKETT, R. L., 1984).

O Kps e o Kf sdo os limites que diferenciam os trés estados basicos de
saturacdo em solugdes artificiais simples, produzidas em laboratério, ou complexas,
como a urina humana.

Solugbes com concentragbes abaixo do Kf ndo permitem a formacgédo de
cristais sob qualquer circunstancia. Mesmo se adicionarmos cristais pré-formados,
estes se dissolverdo até a solugdo se tornar saturada. Por outro lado, quando o
produto de concentragcédo torna-se maior que o Kf, inicia-se a nucleacao, a primeira
fase de formacdo de qualquer substancia cristalina (FINLAYSON, B., 1978). Nesta
situacdo, a energia livre presente é tao alta que a nucleacdo é praticamente

inevitavel, causando um rearranjo molecular e estabilizagdo da solugao.



A regido de maior interesse do ponto de vista quimico, biolégico e médico
situa-se entre o Kps, abaixo da qual a cristalizagdo nao se inicia, e o Kf, acima da qual a
cristalizagcdo é constante. Esta zona intermedidria é denominada de metaestavel
(SMITH, L. H., 1990). Possui grande importancia na patogenia da nefrolitiase, ja que a
maioria dos produtos de concentragdo da urina de individuos normais e de portadores
de calculo renal situa-se nesta faixa (COE, F.L.; PARKS, J. H., 1997). Além disto, os
fatores inibidores da cristalizacido exercem seus efeitos principalmente dentro destes
limites (MEYER, J. L., 1990).

Na zona metaestavel, os produtos de concentracdo das diversas
substancias permitem o crescimento de cristais preexistentes, mas nao a formacgao
de novos nucleos. Entretanto, algumas possibilidades de nucleagdo de novo devem
ser consideradas quando analisamos o trato urinario.

Em primeiro lugar, em determinadas regides do nefro, como na alga de
Henle, os produtos de concentracdo podem exceder o Kf por periodos longos o
bastante para que a nucleagéo ocorra. Uma outra possibilidade é a de ocorrer fluxo
urinario lento, mesmo por curtos periodos. Nesta situagcdo, o processo cinético
tempo-dependente pode ser deflagrado. Finalmente, no caso especifico da urina,
varias substéncias presentes, como macromoléculas e debris celulares, podem
servir de nucleo inicial para o processo de cristalizacdo. Este fenémeno é
denominado de nucleacdo heterogénea e acontece com Kf bem menores do que
aqueles presentes em solucdes perfeitamente puras, onde a nucleagcdo s6 se
manifesta de forma homogénea, ou seja, em arranjo moleculares uniformes (MEYER,
J. L., 1990).

Pelo fato de a nucleagao diminuir a supersaturacdo de uma solugdo sem
produzir no entanto particulas de tamanho significativo, tem-se questionado sua
importancia na nefrolitiase (CERINI, C. et al., 1999). Entretanto, constitui-se em pré-
requisito para a formacéo de cristais que, em Ultima analise, levam a formagao de

calculos renais (HESS, B. et al., 1995).



1.3 CRESCIMENTO DOS CRISTAIS

Uma vez que o nlicleo do cristal tenha atingido um tamanho critico e a
solugdo que o abrigue permanega com valores acima do Kf, novas camadas de
componentes serdo adicionadas. Este fendbmeno é chamado de crescimento do
cristal (FINLAYSON, B., 1978).

Para que ocorra a incorporagdo de componentes cristalinos ao nucleo
formado, varios passos sdo necessarios. O primeiro deles é a migracdo através da
solugdo, em um processo de difusdo. Quando o componente atinge a superficie do
cristal, ocorre o acoplamento por meio de adsorcdo. Unidades de crescimento
bombardeiam constantemente a superficie do cristal e sao atraidas pelos ions
presentes. Formam-se verdadeiras camadas de adsorgcdo, que sdo incorporadas e
constantemente renovadas. Finalmente, ocorre a desidratacdo da camada recém-
formada, através de um processo de dessolvagéo, que confere resisténcia ao cristal,
impedindo sua dissolugdo (MEYER, J. L., 1990).

O processo de difusdo do componente na superficie do cristal ocorre até
que o mesmo encontre uma regido onde obtenha uma face adicional de contacto e
perca sua mobilidade. Esta regido é denominada de ponto de crescimento do cristal.
E a etapa final do crescimento e também a sua limitante (HESS, B.; KOK, D. J., 1996).

A existéncia destes pontos de crescimento produz implicagdes do ponto de
vista pratico. Substancias ditas inibidoras ou crystal killers ligam-se preferen-
cialmente a estes locais e impedem o acoplamento adicional de ions (MARTIN, X;
SMITH, L. H.; WERNESS, P. G., 1984).

Dentro da patogénese da nefrolitiase humana, interroga-se o valor do
crescimento de cristais, principalmente em relagdo ao oxalato de calcio. Consideran-
do-se que a velocidade de crescimento dos cristais de oxalato de calcio é baixa e o
transito do fluido tubular renal de apenas alguns minutos, estudos de microperfusdo
demonstraram que a probabilidade de uma particula atingir tamanho relevante
apenas por crescimento é muito baixa, mesmo com o crescimento acontecendo a

uma velocidade de dois micrémetros por minuto (KOK, D. J.; KHAN, S. R., 1994).



1.4 AGREGAGCAO DOS CRISTAIS

O processo pelo qual cristais em solugdo juntam-se para formar uma
particula maior & chamado de agregagédo ou aglomeracédo (HESS, B.; KOK, D. J.,
1996). Como é necessaria energia para haver desintegragdo de um sélido para a
fase liquida, a agregag@o € um processo naturalmente favorecido.

Embora a velocidade de agregacédo seja proporcional ao estado de saturagao
de uma solugéo, ela pode ocorrer em uma faixa ampla de condi¢cdes (COE, F. L.; PARKS,
J. H., 1990). Além disso, a agregacéo per se € um processo muito rapido, perm'itindo a
formacao de particulas de tamanho consideravel dentro de segundos.

A agregacéo de particulas em solugéo é governada por varias forgas, com
efeitos muitas vezes diversos. O quadro 1 resume os principais determinantes da

agregacéao do oxalato de calcio na urina e em solugdes aquosas.

QUADRO 1 - FORGAS DETERMINANTES DA AGREGAGAO DO OXALATO DE CALCIO

FORCAS QUE FAVORECEM =
FORGCAS QUE DIFICULTAM A AGREGAGCAO

A AGREGACAO
Van der Waals Repulsao eletrostatica (Potencial zeta)
Adesao por viscosidade Turbuléncia da solugéo

Eletrostatica

Formagao de pontes

Quando a distancia entre as particulas cristalinas é muito pequena, as
chamadas forgas de Van der Waals aumentam e favorecem a agregacao
(FINLAYSON, B.; KHAN, S. R.; HACKETT, R. L., 1984). A agregacéo também pode
ocorrer por viscosidade. Macromoléculas podem aderir as superficies dos cristais e
funcionar como adesivo entre as particulas (KHAN, S. R., 1995). A formacgéo de
pontes, chamadas sodlidas ou de precipitagdo, conecta duas particulas através de
material cristalino. Elas sdo o resultado da tendéncia das varias solugOes de
minimizar a energia livre existente nos sistemas, por meio de uma redugao na

superficie total das particulas (HESS, B.; KOK, D. J., 1996).



A principal forga de desagregacédo é a chamada repulsdo eletrostatica ou
potencial zeta (SCURR, D. S.; ROBERTSON, W. G., 1986). Ela depende da carga
elétrica existente na superficie do cristal e pode variar de acordo com as diferentes
solugbes. Por exemplo, na agua os cristais de oxalato de calcio tem um potencial
zeta de +20 milivolts, enquanto que na urina este potencial é negativo, devido a
adsorcéo de particulas negativas (HESS, B.; NAKAGAWA, Y.; COE, F. L., 1989).

Finalmente, uma forga dispersiva externa é produzida pela agitagdo de
uma solugdo de cristais ou pela corrente de liquidos no fluido tubular. Entretanto,
pode também causar um aumento da agregag¢do, ao aumentar a freqiéncia de

colisao entre moléculas (HESS, B.; KOK, D. J., 1996).

1.5 RETENGCAO DE PARTICULAS CRISTALINAS NO RIM

A passagem de cristais pela urina, denominada cristaliria, ocorre em
portadores de doenca litiasica, bem como em individuos normais (ELLIOT, J. S
RABINOWITZ, I. N., 1980). A supersaturagédo da urina em relagdo a varios sais é a
explicagdo desta ocorréncia. Alguns estudos, analisando a taxa de crescimento e
agregacao cristalina e a velocidade do fluxo tubular renal, sugeriram que cristais
formados durante o trénsito intranefro ndo alcangariam tamanho suficiente para ocluir a
luz tubular. Conseqlientemente, a formagao posterior de calculos urinarios dependeria
da retencao destas particulas (FINLAYSON, B.; REID, F., 1978; BROWN, C. M.; PURICH,
D. L., 1991). O ancoramento dos cristais é facilitado por interacdes com a célula tubular
renal. Macromoléculas urindarias podem facilitar ou impedir esta adeséo (LIESKE, J. C.;
TOBACK, F. G., 1996). Uma vez retido, havera entdo condicdes de tempo para o

crescimento do cristal, desde que mantidas as condi¢coes de saturagao da urina.



1.6 INIBIDORES DA CRISTALIZACAO

As varias etapas da cristalizacdo de um sistema sdo amplamente
dependentes da composi¢cdo do préprio sistema. Em relagdo a urina, por exemplo,
uma variedade de constituintes pode afetar a saturagdo, atuar como inibidores ou
promotores da cristalizagdo (RYALL, R. L. et al., 1986).

O interesse pelo papel dos inibidores da cristalizagdo do oxalato de calcio
vem de varias décadas. Inicialmente, demonstrou-se que a urina de pessoas
normais era capaz de inibir a calcificacdo da cartilagem de ratos, enquanto que a
urina de formadores de calculo urindrio ndo possuia esta propriedade (HOWARD, J.
E.; THOMAS, W. C., 1958).

A partir desta data, varios estudos ajudaram a criar a chamada teoria dos
inibidores na doenca litidsica. Segundo ela, individuos normais ndao apresentariam
célculos renais por possuirem substancias na urina que interfeririam na nucleacgao,
crescimento ou agregacao dos cristais de oxalato de‘célcio. Ao contrario, portadores
de nefrolitiase apresentariam deficiéncia qualitativa ou quantitativa destas mesmas
substancias (ROBERTSON, W. G. et al., 1976; RYALL, R. L. et al., 1991).

A atividade inibitéria pode ser definida como a capacidade da urina em
impedir a nucleacao espontadnea de cristais ou se esta situagdo ocorrer, prevenir o
crescimento e agregacdo posteriores (GARDNER, G. L.; DOREMUS, R. H., 1978).
Varias substancias foram descritas como inibidoras da cristalizacdo na urina.
Podemos classifica-las em dois grandes grupos, como descrito no quadro 2: baixo
peso molecular e macromoléculas, estas por definicdo com peso molecular maior

que 10.000 daltons.



QUADRQO 2 - INIBIDORES DA CRISTALIZACAO URINARIA

INIBIDORES DE BAIXO INIBIDORES
PESO MOLECULAR MACROMOLECULARES
Citrato Glicosaminoglicanos
Pirofosfato Nefrocalcina
Magnésio Uropontina
Bikunina
Fragmento Urindrio da Protrombina

O citrato & um potente inibidor da cristalizagdo (TISELIUS, H.G.; FORNANDER,
AM.; NILSSON, M.A., 1994). Forma sais soluveis com o calcio, diminuindo a
disponibilidade do mesmo para se combinar com acidos orgénicos, como o oxalato por
exemplo (PAK, C. Y. C, 1994). Além deste efeito especifico em diminuir a
supersaturacao urindria, o citrato inibe a cristalizagcao do oxalato de calcio. O numero de
particulas formadas diminui, assim como seu crescimento e capacidade de agregacao
(PAK, C. Y. C,, 1990). Mulheres normais apresentam uma relagéo citrato/calcio urinario
muito alta. Entretanto, em homens normais a relagdo se aproxima aquela de mulheres
formadoras de célculo (PARKS, J. H.; COE, F. L., 1986). Esta talvez seja uma das expli-
cacdes da elevada prevaléncia de nefrolitiase em homens. Além disto, varios autores
demonstraram uma menor excregdo de citrato na urina de portadores de doenca
calculosa renal (RUDMAN, D. et al., 1982; HOSKING, D. H. et al., 1985).

O pirofosfato foi o primeiro inibidor da cristalizacéo isolado da urina (FLEISCH,
H.; BISAZ, S., 1962). Embora possa formar complexos com o calcio, também inibe a
cristalizacao por adsorg¢éo a superficie de crescimento dos cristais (MEYER, J. L.; SMITH,
L. H.,, 1975). Em uma concentracdo de 16 uM, que se situa na faixa fisiolégica de
excrecdo urindria, o pirofosfato inibiu o crescimento de cristais monohidratados de
oxalato de célcio. Em urinas nao diluidas, o pirofosfato nao demonstrou, porém, efeitos
na nucleagdo ou agregacdo do oxalato de calcio (RYALL, R. L.; HIBBERD, C. M,;
MARSHALL, V. R., 1985).



A formagéo de complexos com o oxalato parece ser o mecanismo principal de
acdo do magnésio. Seu efeito inibitério na cristalizagdo acontece independente da
presenga de macromoléculas na urina. Ao contrario do citrato e do pirofosfato, inibe a
nucleacéo e aumenta o limite de metaestabilidade da urina. Em um estudo que empre-
gou solugao supersaturada de oxalato de calcio, houve diminuicdo de 50% no numero
de particulas formadas, utilizando magnésio em concentracdo de 2 umol/ml (DESMARS,
J. F.; TAWASHI, R., 1973). Curiosamente, pacientes com nefrolitiase ndo apresentam
niveis urinarios diminuidos de magnésio e estudos em animais néo revelaram beneficio
na suplementacéo deste ion (WELSHMAN, S. G.; MCGEOWN, M. G., 1975).

Os (glicosaminoglicanos sdo produtos da quebra enzimatica dos
proteoglicanos séricos. Aproximadamente 12 mg sdo excretados por dia, 65% deste
total sob a forma de condroitinsulfato (KHAN, S. R., 1997). Os glicosaminoglicanos
participam da formacdo da matriz organica dos calculos urindrios, principalmente
através da incorporagédo de heparansulfato e acido hialurénico (ROBERTS, S. D;
RESNICK, M. 1., 1986). Em varios modelos de cristalizagdo, através de medidas do
potencial zeta, notou-se que os glicosaminoglicanos atuam bloqueando locais de
crescimento dos cristais, inibindo portanto o crescimento e a agregacdo. Podem
também prevenir a adesao dos cristais as células uroteliais (DUSSOL, B.; BERLAND, Y.,
1998; SHIRANE, Y. et al., 1995). Alguns estudos reportaram menor atividade inibitoria e
uma capacidade aumentada de promover nucleacdo dos glicosaminoglicanos isolados
da urina de pacientes portadores de nefrolitiase (SHUM, D. K. Y.; GOHEL, M. D. 1., 1993).

Descrita por NAKAGAWA, Y. et al. (1981), na Universidade de Chicago, a
nefrocalcina € um poderoso inibidor da nucleagéo, crescimento, agregacao e adesao de
cristais de oxalato de calcio. E uma glicoproteina urindria com peso molecular
monomérico de 14 KDa. Possui tendéncia de se auto-agregar, formando polimeros com
pesos moleculares de até 68 KDa (NAKAGAWA, Y. et al. 1983). A nefrocalcina é
secretada pelo tibulo proximal e por células do segmento espesso ascendente da alca
de Henle, em quantidades que variam de 5 a 16 mg por dia (NAKAGAWA, Y. et al., 1985;
NAKAGAWA, Y.; NETZER, M.; COE, F.L., 1990). Em tormo de 10% do seu peso
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monomeérico é constituido por carboidratos. Uma molécula de nefrocalcina liga-se a até
4 mol de célcio e seu modo de ligacdo difere completamente das outras proteinas
ligadoras de céicio. E rica em 4acido glutdmico e aspartico e contém dois ou trés
residuos de acido gama-carboxiglutamico (COE, F. L. et al., 1994). Curiosamente, a
nefrocalcina isolada da urina de portadores de nefrolitiase e do interior de calculos
renais é deficiente em acido glutdmico e possui uma menor atividade inibitéria. A
nefrocalcina obtida da urina de homens e mulheres sadios, ao passar por uma coluna
de troca anibnica, apresenta quatro picos de atividade inibitéria, de diferentes forcas
ibnicas. Estas fragcdes sdo designadas de A, B, C e D. A fracdo D nao possui acido
glutdmico e apresenta proporcionalmente a menor atividade inibitéria (COE, F. L,;
PARKS, J. H.; NAKAGAWA, Y., 1991). Em pacientes selecionados, portadores de
nefrolitiase recorrente, nota-se auséncia de acido glutamico em todas as quatro fragdes
isoladas e consequentemente menor inibicdo da cristalizacdo (NAKAGAWA, Y. et al.,
1987). A contribuicdo da nefrocalcina para a atividade inibitdria urinaria total varia entre
os diversos estudos, de 16 a 90% (NAKAGAWA, Y. et al. 1983; WORCESTER, E. N. et al.,
1988).

A uropontina é muito semelhante a osteopontina, a fosfoproteina dssea
que se liga a matriz do osso em formagéao. Possui peso molecular estimado de 44 a
75 KDa, dependendo da porcentagem de gel de poliacrilamida utilizado (KHAN, S. R.,
1997).

Esta migracao andémala parece ser devida a diferengas na sua glicosilagéo e
fosforilagao. E uma proteina rica em &cido aspartico e glutdmico e possui 16,6% de seu
peso constituido por carboidratos (CHALKO, C. et al, 1992). Técnicas de
imunohistoquimica e hibridizagdo in situ demonstraram presenca de uropontina no
segmento fino e espesso ascendente da alga de Henle, no tdbulo contornado distal e na
macula densa. A expressdo de seu RNA mensageiro € aumentada na gravidez e em
rins de ratos portadores de nefrolitiase (HOYER, J. R., 1994). A excrecdo urinaria média,
em individuos normais, é de 2,4 a 3,7 mg por dia. Esta quantidade varia inversamente

com o volume urinario e ndo é afetada pela excre¢édo urinaria de calcio (MIN, W. et al.,
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1998). Varios estudos demostraram que a uropontina inibe a nucleagéo heterogénea e
também a agregacéo de cristais de oxalato de célcio, em quantidades normalmente
presentes na urina humana (ASPLIN, J. R. et al., 1995; ASPLIN, J. R. et al., 1998).
Recentemente foi notado o papel inibitério da uropontina na adesido de cristais de
oxalato de calcio, quando utilizadas células epiteliais renais em cultura (DUSSOL, B;
BERLAND, Y., 1996; LIESKE J. C. et al, 1997). Até o momento, desconhecem-se
anormalidades estruturais na uropontina excretada por formadores de calculos renais.

Inicialmente denominada de proteina rica em acido urdnico, a bikunina é um
fragmento do inibidor inter-o-tripsina (ATMANI, F. et al., 1993). Este € uma proteina
plasmatica, com peso molecular de 220 KDa, membro da superfamilia dos inibidores de
protease tipo Kinitz. O inibidor inter-o-tripsina consiste de trés cadeias: duas cadeias
pesadas e uma leve, de 45 KDa, que é a bikunina (SALIER, J. P., 1990). E sintetizado no
figado e alcanga o plasma por secrecéo. Pode entdo sofrer acao enzimatica, liberando
seus componentes (KOBAYASHI, H. et al.,, 1998). No rim, esta presente apenas nos
tubulos proximais. O inibidor inter-o-tripsina é excretado normaimente na urina em
concentragbes que variam de dois a dez mg/dia. Entretanto, em certas situacbes
patoldgicas, este valor pode aumentar até 50 a 100 vezes. As trés cadeias do inibidor
inter-a-tripsina foram detectadas na urina e na matrix de calculos urinarios. Porém,
apenas a bikunina apresenta capacidade de inibir a cristalizagdo do oxalato de calicio
(DAWSON, C. J.; GROVER, P. K,; RYALL, R. L., 1998). Além disto, a bikunina isolada de
portadores de nefrolitiase contém menos acido sidlico e exibe menor atividade inibitdria
do que a purificada de individuos sadios (ATMANI, F. et al., 1994).

Analisando proteinas incorporadas na matriz orgénica de cristais formados
experimentalmente na urina humana, STAPLETON, A. M. F. et al. (1993) notaram a
presencga de uma proteina de 31 KDa, que foi denominada de proteina da matriz do
cristal. Posteriormente, sua seqiiéncia de aminoacidos mostrou identidade com aquela
da protrombina. Ja era conhecido que, na presenca de diferentes fatores de ativagao, a

protrombina poderia sofrer clivagem, com liberagao de fragmentos denominados F1 e
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F1+2. Foi demonstrado entdo que a proteina da matriz do cristal era o fragmento F1 da
protrombina (STAPLETON, A. M. F. et al., 1996). Apesar de ser excretada em pequena
concentragdo na urina (em tomo de 13,4 nM/dia), apresenta atividade inibitoria do
crescimento e agregacao de cristais (BEZEAUD, A.; GUILLIN, M. C., 1984). O fragmento
urindrio da protrombina contém 154 aminoacidos, dos quais 23% séo acido glutamico e
aspartico. Ocasiona inibicdo da agregagdo de particulas microcristalinas, que é
diretamente proporcional & quantidade de acido glutamico (STAPLETON, A. M. F.; RYALL,
R. L., 1994). Ressaltando sua importancia na patogénese da nefrolitiase, notou-se que a
excreg¢do urindria do fragmento urinario da protrombina aumenta significativamente em
portadores de célculo urinario quando comparada a controles sadios (STAPLETON, A. M.

F. et al., 1993).

1.7 PROTEINA DE TAMM-HORSFALL

Conforme citacdo, em 1895 Morner descreveu uma substéncia com
caracteristicas auto-agregantes, semelhantes aquelas que posteriormente foram
identificadas na proteina de Tamm-Horsfall, que batizou de uromucéide (KOKOT, F.;
DULAWA, J., 2000). Em 1950, Igor Tamm e Frank L. Horsfall Jr., trabalhando no Instituto
Rockefeller em Nova York, separaram e caracterizaram uma proteina presente na urina,
capaz de inibir a hemaglutinagéo viral. Foram estudados o virus da influenza, caxumba
e o relacionado a doengca de Newcastle. Os autores isolaram esta proteina na urina
humana e de outros animais, como gatos, coelhos e porcos da Guiné. Em seu artigo
pioneiro, caracterizaram o modo de purificagdo da proteina através da precipitacdo
repetida com solugdes hiperténicas de cloreto de sédio e posterior didlise em banhos de
agua destilada. Mais ainda, conceituaram-na como uma mucoproteina e estimaram sua
excrecao urindria em valores de até 17 mg/l (TAMM, I.; HORSFALL Jr., F. L., 1950). Uma
década mais tarde, McQueen estabeleceu que a THP era o principal componente da

matriz dos cilindros hialinos. Ele demonstrou quantidades até 50 vezes superiores de
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THP em relagéo a albumina nos cilindros urinarios de pacientes com sindrome nefrética,
através de estudos bioquimicos e de microscopia imunofiuorescente (McQUEEN, E.
G.,1962).

Desde entdo, diversas propriedades tém sido atribuidas & THP. Destacam-
se uma atividade reguladora de citoquinas intra-renais e a participagdo no
desenvolvimento de doenca renal tubulo-intersticial (THOMAS, D. B. et al., 1993).
Sugere-se ainda que, por sua capacidade de agregacado e formagao de gel, a THP
seria responsavel pela impermeabilidade a 4gua do segmento espesso ascendente
da alca de Henle, local de sua secregdo. A THP contribui também para a nefropatia
do mieloma multiplo, através de sua agregacdao em conjunto com a proteina de
Bence-dones (HUANG, Z-Q.; SANDERS, P. W., 1997; YING, W-Z.; SANDERS, P. W,,
1998). E postulado que a THP poderia funcionar como um sistema de defesa das
células uroteliais contra infecgdes bacterianas. Isto se daria pela formagéo de um gel
protetor e consequente aprisionamento de bactérias, como a Escherichia coli por
exemplo (DULAWA, J. et al., 1988).

Bioquimicamente, a THP pode se apresentar em uma forma agregada,
formando polimeros, com peso molecular de até 7 milhdes de daltons. Monémeros da
proteina, dissociados por varios agentes, possuem peso molecular de 80 KDa
(MALAGOLINI, N.; CAVALLONE, D.; SERAFINI-CESSI, F., 1997). Aminoacidos de carater
acido predominam em sua composicao, principalmente residuos de cistina, conferindo a
THP um ponto isoelétrico baixo, em torno de 3,5. Portadores de doenga litidsica
recorrente apresentam valores diferentes, com pontos isoelétricos variando de 4,5 a 6,
fato este que pode ter significancia clinica (SCHNIERLE P.; HERING, F.; SEILER, H.,
1996). A THP isolada da urina de diferentes espécies animais, como o homem, coelho,
hamster e rato, mantém composicdo aminoacida constante, quando analisada sob as
mesmas condigbes laboratoriais (HOYER, J.R.; SEILER, M\W., 1979; GOKHALE, J.A.;
GLENTON, P.A.; KHAN, S .R., 1997).

Cerca de 30% do peso molecular da THP é constituido por carboidratos,

sendo portanto classificada como uma glicoproteina (FLETCHER, A. P.; NEUBERGER, A.;
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RATCLIFFE, W. A., 1970). Diferentemente dos aminoacidos, os carboidratos variam
bastante de espécie para espécie. Por exemplo, a inibicdo da hemaglutinagéo viral
causada pela THP humana é relacionada ao seu contetido de Acido sidlico (em torno de
5% do total de carboidratos). A THP isolada da urina de hamster ndo possui este
carboidrato e aquela isolada da urina de coelhos possui 0 acido sidlico O-acetilado, o
que ndo confere propriedades inibitdrias da hemaglutinagao viral a estas duas espécies
(HOYER, J.R.; SEILER, M. W., 1979). A THP da maioria da populagdo caucasiana
apresenta uma estrutura denominada de antigeno Sd. Este consiste em um complexo
de residuos de carboidratos do tipo galactosamina, N-acetilados, ligados através de
juncdes beta, também encontrado em eritrocitos. Aproximadamente 90% dos
oligossacarideos presentes na THP humana consistem de cadeias de acido sidlico tri e
tetra antenarias. Varias evidéncias também confirmam a presenca de cadeias ricas em
manose nao processada como constituintes da porgéo glicidica da THP. Estas cadeias
possuem como estrutura geral a seqliéncia: dupla N-acetil-galactosamina — d — manose
(KUMAR, S.; MUCHMORE, A., 1990).

A distribuicdo da THP no organismo humano é exclusivamente renal.
Dentro do rim, é localizada especificamente nas células epiteliais do segmento
espesso ascendente da alca de Henle e na porcdo mais proximal do tubulo
contornado distal. Utilizando-se microscopia eletrénica é possivel detectar a THP na
face luminal e basolateral da membrana celular, nas membranas do aparelho de
Golgi e no reticulo endoplasmatico (KUMAR, S.; MUCHMORE, A., 1990). Estudos
ontogenéticos indicam que a presenca da THP é intimamente relacionada com o
desenvolvimento e maturacao funcional da alga de Henle (HOYER, J. R. et al., 1974).
Um fato de importancia fisiologica é a auséncia de THP na regido da macula densa,
vizinha ao segmento espesso da alca de Henle. Isto permite o livre funcionamento
do mecanismo de retroalimentacdo tubulo-glomerular, que é baseado na exposicao
a concentragao eletrolitica do fluido tubular (YING, W-Z.; SANDERS, P. W., 1998).

A THP é a proteina com maior concentracdo na urina humana. Sua excregédo

varia de 20 a 100 mg/dia, dependendo do volume urinario. A excre¢do urinaria
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representa em parte a solubilizagdo da THP presente nas membranas luminais dos
tubulos renais (BROWN, D.; WANECK, G. L., 1992; KHAN, S. R., 1997).

A participagdo da THP na doenca litidsica comegou a ser delineada com os
trabalhos de BOYCE, W.H.; GARVEY, F. K.; NORFLEET, C. M., 1954. Estes autores
demonstraram que a ligagdo de ions de calcio as mucoproteinas, dentre as quais a
THP, resultava na precipitagdo de um complexo que cristalizava ions presentes. em
solugdo. A partir destes resultados, formularam uma hipétese segundo a qual a THP
seria o nucleo inicial na formagéo de calculos no interior do aparelho urinario. Estudos
subseqlientes corroboraram esta afirmacao (HALLSON, P. C.; ROSE, G. A., 1979; ROSE,
G. A.; SULAIMAN, S., 1982).

Entretanto, quando se analisa mais detalhadamente a metodologia
utilizada, verifica-se que todos estes estudos iniciais utilizaram urina humana ultrafil-
trada e concentrada através de evaporacgdo. Sabendo-se que fatores como pH, forca
ibnica e o aumento de sua propria concentracdo podem favorecer a auto-agregacgéo
(formacao de gel), é possivel que estes resultados tenham sido influenciados pela
floculacdo causada pela evaporagdo e nao tenham refletido necessariamente a acéo
fisiologica da THP (GROVER, P. K.; RYALL, R. L.; MARSHALL, V. R., 1990).

De fato, nas décadas seguintes, diferentes trabalhos em diversas
condicdes de experimentacéo evidenciaram o papel da THP como uma glicoproteina
de predominante agé&o inibitéria no processo de cristalizagao urinaria.

KITAMURA, T.; PAK, C. Y. C. (1982) utilizando THP em concentragdo de 50 mg/I|
em uma solugé@o de pH 6,5, forca ibnica de 0,15 e calcio a 1 mM, observaram inibicdo
da nucleacdo de microcristais adicionando-se quantidades crescentes de oxalato. .
Entretanto, ao se diminuir o pH da solugdo para 6, mesmo mantendo-se as demais
condi¢cdes, a THP passava a acelerar o processo de nucleagao.

O efeito inibitdrio sobre o crescimento de cristais parece ser pouco
significativo. Em experimentos com cristais pré-formados de oxalato de calcio e
solugdo com pH de 6,5, forca ibnica de 0,15 e concentragdo de calcio e oxalato de

0,44 mM, 50 mg/l de THP inibiu o crescimento em 38%. Porém, ao se diminuir o pH
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para 6 e aumentar a concentracdo de calcio da solugdo para 1 mM, a taxa de
inibicdo de crescimento destes cristais pré-formados era de apenas 3%, mesmo
diminuindo-se a concentragdo de oxalato para 0,2 mM (HESS, B., 1994).

Varios estudos avaliaram o efeito da THP no processo de agregacédo de
cristais de oxalato de calcio. HESS, B.; NAKAGAWA, Y.; COE, F. L. (1989) utilizaram um
sistema espectrofotométrico, que permitia medidas de DO continuas ao longo tempo e
que exclufa a possibilidade de nucleagdo e crescimento concomitante de cristais pré-
formados. Em uma solugdo contendo 40 mg/l de THP, pH de 7,2, forga idnica de 0,21 e
concentragées de calcio e oxalato de 0,14 mM, relataram 90% de inibicdo da agregagao
de cristais monohidratados de oxalato de célcio. Estes mesmos autores estudaram a
THP isolada da urina de portadores de doenca litidsica grave e recorrente. Notaram que
a THP dos pacientes apresentava tendéncia exagerada a auto-agregacdo em diferentes
arranjos moleculares, conforme mensuracgées de viscosidade, cromatografia de filtragdo
por gel e centrifugacdo de equilibrio. O peso molecular da THP isolada dos pacientes
era quase o dobro daquele obtido de individuos normais. Esta diferenca da THP
mostrou ser apenas de carater qualitativo, jJ& que ndo houve diferenga entre a
quantidade da proteina excretada diariamente entre controles e portadores de
nefrolitiase (HESS, B. et al., 1991).

Entretanto, KOKOT, F.; DULAWA, J. (2000) relataram taxas de excrec¢ao da
THP‘que variavam com a excrec¢ao renal de cdlcio. Portadores de doenca litiasica,
em atividade formadora de célculos ou n&o, apresentaram concentragédo da THP
aumentada na urina. Porém, apds sobrecarga oral de calcio, ambos os grupos
diminuiram significativamente estes valores. Nos pacientes com doenca ativa, a
excregdo urinaria da THP correlacionou-se positivamente com a calciuria e fosfaturia.
Nos pacientes com doenca litidsica quiescente, houve correlagdo significativa

apenas com a excreg¢ao urinaria de magnésio.
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1.8 UROMODULINA

Em 1985, Andrew V. Muchmore e Jean M. Decker iniciaram protocolo de
pesquisa visando detectar proteinas com atividade imunossupressora na urina de
mulheres gravidas. Utilizaram amostras de urina de gestantes entre a vigésima e a
quadragésima semana de gestacdo. Volumes de até seis litros, de doadoras
individuais, foram processadas através de colunas de concavalina A — sefarose.
Apds processo de purificagdo, obtiveram uma glicoproteina de 85 KDa.
Demonstraram entdo que esta proteina possuia capacidade de inibir a proliferagao
de linfécitos T e mondcitos induzida por antigenos, como o toxdide tetanico e a
fitohemaglutinina, em concentracdes de 10° a 10" M. Por sua fonte de isolamento
e atividade moduladora da resposta imune in vitro, denominaram-na de uromodulina
(UM) (MUCHMORE, A. V.; DECKER, J. M., 1985).

Trabalhos subseqlentes, dos mesmos autores, relataram propriedades
adicionais da UM. Foi descrita capacidade de ligagcdo a interleucina 1, interleucina 2 e
fator de necrose tumoral, através de sua porgao glicidica. Estes oligossacarideos foram
caracterizados como ricos em manose (MUCHMORE, A. V.; DECKER, J. M., 1986;
MUCHMORE, A. V.; DECKER, J. M., 1987; SHERBLOM, A. et al., 1989). A proteina purifi-
cada apresentava 30% de carboidratos em sua composicdo, tendéncia para formar
agregados e pontes dissulfidicas no interior da molécula.

Em 1987, dois laboratdrios independentes identificaram a THP e UM como
sendo proteinas idénticas (PENNICA, D. et al., 1987; HESSION, C. et al, 1987). Pennica e
colaboradores isolaram e caracterizaram a UM utilizando clones gendémicos e DNA
complementar. A seqliéncia de aminoacidos, codificada por um dos éxons do gene da
uromodulina, mostrou homologia com o receptor da lipoproteina de baixa densidade,
com o precursor do fator de crescimento epidérmico e com a propria THP. Técnica de
hibridizacdo por Northern demonstrou que a UM é sintetizada nos rins. Baseando-se

apenas na sequéncia e identidade dos aminoacidos, concluiram pela homologia das
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duas proteinas. Porém, os autores néo relataram se a composicdo dos carboidratos
destas glicoproteinas era a mesma e se havia semelhanca de fung@o entre as duas.

MUCHMORE, A. V.; SHIFRIN, S.; DECKER, J. M. (1987) como haviam feito
Pennica e colaboradores, também foram capazes de isolar a UM de urina de
mulheres ndo gravidas. Entretanto, descreveram que a UM isolada da urina de
gestantes, pelo método da concavalina A, foi consideravelmente mais potente na
inibicdo da proliferagao de células T induzidas por antigeno quando comparada com
a THP isolada da urina de mulheres ndo gravidas (HESSION, C. et al., 1987). Nao
existe consenso se os resultados sdo explicados pela glicosilagao diferente da THP e
UM ou se sao devidos aos métodos diferentes de purificagdo, a saber concavalina A
e precipitacéo pelo sal (KUMAR, S., 1998).

SU, S-J. et al. (1997) estudaram os efeitos da UM e THP na produgdo de
fator de necrose tumoral alfa e fator tissular por mondcitos humanos. Utilizaram urina
de gestantes de 30 a 35 semanas como fonte de UM e urina de mulheres nao
gravidas para isolar a THP. O método de purificacdo foi o mesmo para ambas
glicoproteinas. Demonstraram que tanto a THP como a UM induziram mondcitos a
secretar fator de necrose tumoral alfa in vitro. Entretanto, apenas a UM foi capaz de
manter esta propriedade in vivo. Desde que a unica distingdo entre a UM e a THP
reside na glicosilagdo, afirmam ser légico acreditar que o comportamento biolégico
diverso seja explicado pela diferenca entre os carboidratos de ambas as proteinas.
Conclue-se que, em circunstancias como infecgdes do trato urindrio, trauma, tumor e
nefrolitiase, a UM e THP poderiam ativar mondcitos e subseqlientemente iniciar a
resposta inflamatéria e ativar a cascata de coagulagéo.

Utilizando urina de 18 mulheres ndo gravidas e 12 gestantes normais para
purificar THP e UM, respectivamente, OLCZAK, T. et al. (1998) estudaram a composi¢cao
global dos monossacarideos e realizaram testes diferenciais de reatividade com
lecitinas, citoquinas e proteinas séricas. Relataram ndo haver diferenca entre a THP e
UM no .contel]do de monossacarideos, bem como na reatividade as varias substancias

testadas. Afirmam que ambas as proteinas sao idénticas ou muito similares. No



19

entanto, como ndo analisaram residuos oligossacarideos especificos, é possivel
conjecturar que a UM de gestantes apresente glicosilagao distinta, sem causar mudanca
na composigao monossacaridica geral.

Em um comentario editorial, KUMAR, S. (1998) afirma que mais trabalhos
sdo necessarios para definir se existe glicosilagéo diferencial da UM e THP durante a
gravidez. E mais ainda, se diferengas nos métodos de purificagdo podem ser

responsaveis por diferentes comportamentos biolégicos entre as duas proteinas.
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2 OBJETIVO

Determinar a fun¢do da proteina de Tamm-Horsfall e da uromodulina na
cristalizacdo do oxalato de célcio em um grupo selecionado de portadores de
nefrolitiase, grupo de homens e de mulheres normais e de gestantes no primeiro

trimestre de gravidez.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

Foram selecionados dez pacientes do sexo masculino, denominados de
grupo nefrolitiase, com média de idade de 38,5 + 1,03 anos, provenientes do
Ambulatério de Nefrolitiase da Universidade de Chicago, lllinois, EUA. Todos
apresentaram pelo menos um calculo renal, composto por 50% ou mais de oxalato
de célcio, sem a presenca de cistina ou estruvita, em um periodo de avaliagédo pré-
estudo de um ano. Estes pacientes foram classificados como portadores de
nefrolitiase idiopatica, ou seja, ndao possuiam anormalidades uroldgicas; hiperpara-
tiroidismo primario ou outras causas de hipercalcemia; rim de medular esponjosa;
doengas gastrintestinais; sarcoidose; gota ou outras causas de hiperuricemia;
acidose tubular renal ou drogas que pudessem causar nefrolitiase.

Dez homens, denominados de grupo homens normais, com média de
idade de 39,3 + 2,72 anos, cinco mulheres normais (grupo mulheres normais), com
meédia de idade de 37,2 + 1,92 e cinco gestantes (grupo gestantes) com 37,3 + 0,97
anos, no primeiro trimestre de gestacéo, foram também estudados. Nao possuiam
antecedentes pessoais de calculos, nem histéria familiar de nefrolitiase ou outra

doenca renal qualquer.

3.2 COLETA DE URINA

Foram colhidas trés amostras de urina de 24 horas de todos os participantes
do estudo. As urinas foram mantidas sem refrigeracdo e utilizou-se timol como
conservante. Foram dosados calcio, creatinina, fosfato, sédio, potassio, magnésio e
acido urico, por técnica convencional automatizada de laboratério utilizando-se um
aparelho Beckman Synchron CX5 (Beckman Instruments, Brea, EUA) do Laboratério de

Pesquisa em Nefrologia da Universidade de Chicago. O oxalato foi medido pela técnica



22

da oxalato oxidase (Sigma Diagnostics, Saint Louis, EUA) e o citrato pela enzima citrato
liase (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemanha). Também foram determinados o
pH e o volume urinario de cada amostra. Utilizou-se a média das trés amostras como
valor final. Os valores de referéncia utilizados foram: célcio — 100 a 300 mg/dia; oxalato
— 20 a 45 mg/dia; citrato — 500 a 750 mg/dia; acido urico — 600 a 800 mg/dia; magnésio
— 50 a 150 mg/dia; fésforo — 500 a 1500 mg/dia; creatinina — 1000 a 2000 mg/dia; sédio

— 50 a 150 mEqg/dia; potassio — 20 a 100; volume — maior que 1,5 litro; pH — 5,8 a 6,2.

3.3 ANALISE DOS CALCULOS RENAIS ELIMINADOS

Os calculos eliminados e recuperados pelos pacientes foram analisados pela
técnica de espectrofotometria infravermelha (Beck Analytical Services, Indianapolis,

EUA). Todos possuiam mais de 50% de oxalato de calcio em sua composicao.

3.4 PURIFICAGCAO DA PROTEINA DE TAMM-HORSFALL E UROMODULINA

Ambas as proteinas foram isoladas de amostras individuais de urina de 24
horas. A THP foi obtida adicionando-se cloreto de sddio a urina até obter-se
concentragao de 580 mmol/l. Para prevenir crescimento bacteriano, azido de sédio
foi acrescentado em uma concentragédo final de 0,025%. A solugcdo resultante foi
mantida a temperatura de 4°C e agitada constantemente por um periodo de 12
horas. A seguir, procedeu-se a centrifugacdo com 10.000 rpm por 30 minutos a 4°C.
O precipitado resultante foi lavado com solugédo aquosa de cloreto de sddio a 580
mmol/l, dissolvido em 1/10 do volume original de agua e dialisado contra 10 litros de
agua destilada por 12 horas. O processo de centrifugacédo e lavagem foi repetido
mais uma vez e a proteina foi novamente dissolvida em agua e dialisada. O liquido
viscoso e claro, remanescente da dialise, constituido pela THP, foi entdo submetido a

liofilizagdo para armazenagem a —20°C.
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A uromodulina foi purificada pelo método descrito originalmente por
MUCHMORE, A. V.; DECKER, J. M. (1985). A proteina obtida apds precipitagdes repetidas
pelo sal, como na técnica utilizada por TAMM, |; HORSFALL JR, F. L. (1950) foi dissolvida,
vertida em coluna de afinidade éefarose — concavalina A e lavada varias vezes com
solugcdo tampéo de fosfato de sddio (PBS). Posteriormente, a UM sofreu eluicdo com

alfa-metil-manosideo, em volume correspondente a trés vezes o volume da coluna.

3.5 IDENTIFICAGAO DA PROTEINA DE TAMM-HORSFALL E UROMODULINA

A THP e UM purificadas foram separadas por eletroforese utilizando-se gel de
poliacrilamida em SDS-PAGE a 10%, com tamanho de 16 x 11,5 x 1,5 mm. Seis
microlitros de cada proteina foram dissolvidos em igual volume de solugdo tampao de
0,02 M Tris, 0,015 M glicina e 0,08% de SDS, com pH 8,8. Dez microlitros desta mistura,
separadamente para cada proteina, foram aplicados a uma determinada linha do gel. A
eletroforese foi realizada com 70 V por aproximadamente duas horas, com a solugao
tampéo. A coloragao empregada para a detec¢cao das bandas proteicas foi a de nitrato
de prata. Os padroes de massa molecular foram 28, 36, 48, 80 e 100 KDa (Sigma

Chemical, Saint Louis, EUA).

Para identificagdo da THP e UM utilizou-se técnica de ensaio de imunoabsor-
vente ligado a enzima (ELISA) (WORCESTER, E. M. et al., 1988; HESS, B. et al., 1991). O
ensaio foi realizado em placas de ELISA (Nunc Scientific Supply, IL, EUA), adicionando-
se 100 pl de solugdo tampé&o, composta por borato 0,02 M com pH de 8,4, a 0,2 ug/mi
de anticorpo monocional anti-THP/UM e incubados por uma noite a 4°C. Para bloquear
ligacdes inespecificas foi adicionada as placas solucdo de gelatina a 0,25%, dissolvida
em PBS. Posteriormente, amostras de ambas proteinas foram acrescentadas, em cinco
diluicbes seriadas. Apés incubagéo, com duragao de uma hora a 37°C, foi acrescentado
um segundo anticorpo anti-THP/UM, obtido de coelho, marcado com peroxidase. As

placas foram lavadas e incubadas com 100 ul de biotina-avidina. A conversédo deste
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substrato em composto colorimétrico foi feita com a adicdo de orto-fenilenediamina,
dissolvida em tampao de citrato de sédio com pH de 4,2. A absor¢io dptica foi medida

em um leitor de placas de ELISA na faixa de 450 nm.

3.6 ESPECTROMETRIA DE DICROISMO CIRCULAR

A conformagéé de ambas proteinas foi medida por técnica de dicroismo
circular (HESS, B. et al., 1991). A THP e UM foram dissolvidas em PBS a 0,05 M, com
pH de 7,7. A regiao préxima da ultravioleta (250-320 nm) foi mensurada com uma
cubeta de quartzo cilindrica de 10 mm. Para regido de 200 a 250 nm, foi utilizada
uma cubeta de um milimetro. A intensidade dicréica circular foi calibrada com
solucdo aquosa de &cido d-10-canforsulfénico a 0,06%. Todas as medidas foram
feitas em duplicata. Os célculos da elipséide residual média (grau.cm?.dmol™) foram
computados usando uma massa de residuos média de 110 daltons. Todas as
medidas foram feitas utilizando-se um aparelho de dicroicografia modelo JASCO J-

600 (Japan Spectroscopic, Toquio, Japao).

3.7 ANALISE DE CARBOIDRATOS

O conteudo de carboidratos foi analisado por cromatografia gasosa
(Perkin-Elmer, modelo 910, com detector de ionizagcdo por chama). Os
monossacarideos foram obtidos por hidrdlise acida com acido cloridrico dissolvido
em metanol a 1 N, sob temperatura de 80°C por 24 horas. Posteriormente foram
acetilados e trimetisilados. Areas de pico foram medidas por integragdo eletrdnica,
com um analisador Sigma 10 (Perkin-Elmer Corp., EUA). Empregou-se o manitol
como padrao interno de andlise. O tempo de retencéo e fator de resposta para cada
monossacarideo foi estabelecido utilizando-se fucose, glicose, galactose, manose,
glicosamina, galactosamina, manosamina, acido glicurénico e acido N-acetilneura-

minico (NAKAGAWA, Y. et al., 1985).
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A reatividade a lecitina foi analisada por ELISA, de acordo com o método
proposto por TURNER, G. A.; GOODARZI, M. T.; THOMPSON, S. (1995), utilizando-se

colunas de adsorgao revestidas com Canavalia ensiformis (Con A).

3.8 TECNICA DE CRISTALIZACAO DO OXALATO DE CALCIO

Foi utilizado um sistema no qual a cristalizagdo foi induzida por:
concentracao fixa de oxalato e calcio. Adicionou-se a uma placa de ELISA de 96
pocos, 250 ul de uma solugao composta por 4 mM de cloreto de calcio, dissolvidos
em 20 mmol de acetato de sddio com pH de 5,7 e 150 mmol de cloreto de sédio. A
seguir, 50 pl da proteina a ser testada foi adicionada para obter-se uma
concentragao final de 1 x 10°® M. Finalmente, a cristalizagao foi induzida por 25 w de
oxalato de sédio a 0,5 mM.

Todas as substancias quimicas foram obtidas em grau elevado de pureza.
Antes de serem adicionadas as placas de ELISA, as solugdes foram filtradas através
de filtros de Millipore com 0,22 um de didmetro. Todos os ensaios foram realizados
em um sistema de protocolo paralelo, em duplicata, no qual em uma Unica placa era
possivel medir o efeito da THP e UM em pequenos grupos de diferentes individuos.

Todas as placas foram preparadas a temperatura constante de 37°C.

3.9 MEDIDAS DE CRISTALIZAGAO DO OXALATO DE CALCIO

A absor¢cdo ou DO de cada placa é proporcional & massa de cristais
formados por unidade de volume e foi lida em comprimento de onda de 630 nm,
usando um aparelho leitor Dynatech MicroElisa (Dynatech Laboratories, Alexandria,
VA, EUA). As medidas foram feitas em tempo zero, ou seja, antes da adi¢cdo do
oxalato de calcio, 3 minutos apds e a cada 20 minutos, por uma hora com agitacao
constante da placa a 500 rpm (HESS, B.; NAKAGAWA, Y.; COE, F. L., 1989).

A seguir, cada placa de ELISA foi examinada por um microscépio 6ptico de luz

invertida para verificar a presenca de cristais recém-formados. Entdo, o conteudo de
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cada pogo da placa foi suspenso em 5 ml de uma solugéo eletrolitica composta por 300
mM de cloreto de sédio e 20 mM de acetato de sédio com pH de 5,7. Imediatamente, o
numero, volume total e a moda de distribuicdo da curva de volume dos cristais de
oxalato de célcio formados foram determinados utilizando-se um aparelho Coulter
Counter Multisizer Il (Coulter Electronics Ltda, Luton Beds, Inglaterra), com tubo capilar
de 100 um. Todas as contagens foram corrigidas por particulaé pré-existentes,
realizando-se contagens da solugéo eletrolitica, da solugéo eletrolitica e da proteina e
subtraindo estes valores da contagem total obtida pos-cristalizacéo. O aparelho Coulter
foi calibrado e checado diariamente no inicio e no final de cada experimento, utilizando-
se esférulas calibradas com didmetro de 10,27 um fornecidas pelo fabricante. O limiar

de sensibilidade para a detecgéo de cristais foi de 2 um.

3.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A morfologia dos cristais formados foi estudada por microscopia eletronica
de varredura. Ao final dos experimentos, os cristais precipitados foram separados
com filtro de 0,22 pm de porosidade e lavados com um mililitro de Agua destilada. Os
cristais e o filtro foram mantidos em ar ambiente, em temperatura constante de 37°C
até secarem completamente. A seguir, foram montados em lamina de aluminio e
cobertos com ouro por 180 segundos, até atingir espessura média de 10
nandmetros. As laminas foram entdo examinadas utilizando-se um aparelho Hitachi

S-800, com uma voltagem operacional de 15 Kv.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram colhidos em duplicata e relatados como média + desvio
padrao da média (X + DP). Comparagoes entre as amostras dos grupos em estudo
foram feitas por testes t de Student e andlise de varidncia univariada. A andlise dos
dados foi realizada com o uso de um programa estatistico padrao (Minitab 11.0, Minitab

Inc., PA, EUA). A hipétese de nulidade foi rejeitada sempre que p<0,05.
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4.1 BIOQUIMICA URINARIA
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Os valores da bioquimica urinaria foram normais para todos os parametros

estudados. A medida dos diversos eletrélitos urinarios revelou apenas minimas

variagoes dentro da faixa de normalidade sem,

significativa entre os grupos (quadro 3).

QUADRO 3 - BIOQUIMICA URINARIA

entretanto, haver diferenca

GRUPO GRUPO HOMENS | GRUPO MULHERES GRUPO
EXCREGAO URINARIA NEFROLITIASE NORMAIS NORMAIS GESTANTES
(n=10) (n=10) (n=5) (n=5)

Céicio , mg/dia 238,2+£48,2 248,5 + 38,6 241 +54.4 234 + 50,9
Oxalato , mg/dia 36,3+9,2 332+54 32,2+5,1 20,6176
Citrato , mg/dia 581,4 £52,2 603,5 + 59,0 622,2 + 65,3 644,4 £ 49,0
Acido drico , mg/dia 724,1 £+ 95,2 688,3 £ 63,9 700,6 +70,4 693,8 +67,9
Magnésio , mg/dia 115,6 + 39,3 106,3+28,8 104 + 25,6 99,2+ 24,6
Fésforo , mg/dia 1034,7 £ 201,6 972,9£211,1 913,2+161,2 1017,4 £ 191,7
Creatinina , mg/dia 1640 + 374 1510 + 370 1332 + 286 1259 + 285
Sédio , mEqg/dia 150,2+37,2 125,8 + 57,2 128,6 + 36,7 120,8 + 42,8
Potassio , mEg/dia 516+86 61,5+13,9 62,6 +24,6 64 + 20,9
Volume urinario , litros/dia 1,9+05 1,8+£03 2,104 2+03
pH 6,16 £0,4 599+04 6,01+0,3 6,22+0,7

NOTA: Valores expressos como X + DP.
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4.2 DETECCAO, CONFORMAGCAO ESPACIAL, CONTEUDO DE CARBOIDRATOS
E EXCREGAO DA PROTEINA DE TAMM-HORSFALL E UROMODULINA

A THP e a UM apareceram no gel como banda unica, com massa molecular
aproximada de 80 KDa, detectada pelo gel de SDS-PAGE e confirmada pela técnica
de ELISA, com forte reagdo contra anticorpo anti-THP/UM, obtido de coelho

(Biomedical Technologies, Stoughton, MA, EUA) (figura 2).

FIGURA 2 - THP E UM EM GEL DE SDS-PAGE

1 2 3

100 +

80

48

36

28

NOTAS: Bandas de peso molecular de 80 kilodal-
tons, aproximadamente.
Gel nimero 1- Controle; Gel nimero 2-
Proteina de Tamm-Horsfall; Gel nimero
3- Uromodulina.

A conformacgdo espacial de ambas proteinas medida pela espectrometria
circular dicréica foi diferente. A UM revelou conter mais estrutura beta ([©]215 nm=
2700 graus.cm®.dmol”) quando comparada com a THP ([@]a1s nm = 2100 graus.
cm?.dmol™, p< 0,01).

O conteudo total de carboidratos ndo variou entre as duas proteinas.
Porém, a UM apresentou 30% mais residuos de glicose e manose do que a THP em
todos os grupos estudados. A Con-A reconheceu apenas a UM, provavelmente pela
exposicdo de residuos de manose causada pela clivagem de moléculas como

Neu/GalNAc/GIuNAc e GalNAc/GIluNAc (NAKAGAWA, Y.; COE, F. L., 1997).
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A excreg¢do urindria da THP e UM nao diferiu significativamente entre os

grupos estudados, conforme demonstrado no quadro 4.

QUADRO 4 - EXCREGAO URINARIA DE THP E UM

i GRUPO GRUPO HOMENS | GRUPO MULHERES
PROTEINA i GRUPO GESTANTES
NEFROLITIASE NORMAIS NORMAIS
(mg/dia) (n=5)
(n=10) (n=10) (n=5)
THP 49+ 11 51+0,5 50,2 +1,9 52+0,7
Um 493x1,2 49,3+2,2 50,8+1,9 51,3+2,7

NOTAS: Valores expressos como X + DP.

Auséncia de diferencas significativas entre os grupos (p=NS).

4.3 MEDIDAS DA DENSIDADE OPTICA

Foram realizadas mensuragbes seriadas da DO, conforme especificado
pelo protocolo (figura 3). A THP do grupo nefrolitiase e do grupo das mulheres
normais mostrou valores de DO um pouco acima dos outros grupos, porém de forma
nao significativa.

Apos a inducdo com o oxalato de soddio, houve um aumento inicial
acentuado da DO em todos os grupos, principalmente nos primeiros vinte minutos,
refletindo geracdo acelerada de nucleos cristalinos. As curvas atingiram platé em
torno de 40 minutos de observacdo para ambas as proteinas. Nas curvas da
uromodulina, apos este periodo, notou-se inclusive diminuicdo da DO (figura 3).

A curva da THP dos portadores de nefrolitiase foi significativamente
diferente dos outros grupos aos 40 e 60 minutos (p<0,0001 para todas as compa-
racoes) e também aos 3 e 20 minutos (p<0,01), excetuando-se a curva da THP do
grupo mulheres normais, onde ndo houve diferenca. A THP deste ultimo grupo
também apresentou curva de DO com valores estatisticamente superiores aos da

THP e da UM dos grupos de homens normais e gestantes (p<0,01).
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FIGURA 3 - CURVAS DE DENSIDADE OPTICA (DO)
DENSIDADE OPTICA

D.O. 630 nm (x10)

SEM OX 3 20 a0 60
TEMPO (MINUTOS)

—O— THP NEFROLITIASE

—0— THP HOMENS NORMAIS
—A— THP MULHERES NORMAIS
—O— THP GESTANTES

—e— UM NEFROLITIASE

—aA— UM HOMENS NORMAIS
—=— UM MULHERES NORMAIS
—e— UM GESTANTES

NOTA: Mensuragdes obtidas em tempo zero (sem oxalato), 3, 20, 40 e 60 minutos pés adigdo de oxalato
de calcio. DO medida em 630 nm.

O quadro 5 mostra a DO de todos os grupos, medida com espectrofo-

tdbmetro a 630 nm, obtida ao final do experimento (60 minutos).
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QUADRO 5 - EFEITOS DA THP E UM NA CRISTALIZAGAO DO OXALATO DE CALCIO

GRUPO GRUPO HOMENS | GRUPO MULHERES GRUPO

NEFROLITIASE NORMAIS NORMAIS GESTANTES

MEDIDA (n=10) (n=10) (n=5) (n=5)

THP uMm THP UM THP UM THP UM
DO 630 nm (x10™) 3,40+ 0,78 1,68+ 0,67+ 1,91+ 0,80+ 0,81 0,79+

0,23* 0,12 0,27 0,13 0,36" 0,30 0,23 0,14
Numero dos cristais 53,53+ 8,76+ 11,05+ 6,19 20,02+ 13,144 6,10% 4,43+
(x10% 10,33* 1,24 2,10 0,77 581" 3,72 1,21 0,42
Volume total dos cristais 1,68+ 2,23+ 1,224 1,26 1,51+ 1,63 1,24+ 1,21+
(um®x10%) 0,15 0,21* 0,15 0,10 0,17 0,12 0,19 0,12
Moda da curva de 5,64+ 11,41 1594+ 12,45+ 8,17+ 9,82+ 12,17+ 12,99+
volume (um) 0,55" 0,48 3.93 0,97 1,57 0,95 1,41 0,51

FONTE: Pesquisa de campo
NOTAS: Dados obtidos ao final do experirgento (60 minutos).
X + DP; *p< 0,0001, 1]p<0,002, p<0,01 comparado com os outros grupos.

4.4 DADOS DE CRISTALIZAGAO

As medidas de cristalizacao, obtidas com o aparelho Coulter, demonstraram
que o numero de particulas formado pela THP dos portadores de nefrolitiase foi
significativamente maior que os demais grupos estudados (p<0,0001, quadro 5).
Entretanto, a THP deste mesmo grupo reduziu o diametro dos cristais formados,
quando analisados pela moda da curva de distribuicdo de volume, em comparacao

a THP e UM dos homens, mulheres e gestantes estudados (p<0,002, quadro 5).

A uromodulina produziu menos particulas do que a proteina de Tamm-
Horsfall em todos os grupos (quadro 5). Entretanto, o volume total dos cristais
produzidos pela UM foi maior que o da THP no grupo dos homens e mulheres
normais, sendo menor apenas nas gestantes. Mais ainda, o volume total foi
significativamente diferente no grupo nefrolitiase (2,23 + 0,21 para UM versus 1,68 +
0,15 x 10° pm® da THP dos formadores de célculo, p<0,05) e significativamente
maior quando comparada com o volume dos cristais produzidos pela UM dos outros

grupos (p<0,0001 para todas as comparagoes, quadro 5).
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A figura 4 ilustra graficamente as relagdes entre volume total e didametro
das particulas formadas no grupo de pacientes com nefrolitiase. Em relagéo ao
diametro, a moda da curva da THP situou-se em 5,64 + 0,55 um versus 11,41 + 0,48
um da UM (p<0,0001). O volume total dos cristais, representado pela area sob as

curvas, foi significativamente maior na presenca de UM (p<0,05).

FIGURA 4 - CURVA DE DISTRIBUIGAO DE VOLUME OBTIDA COM O APARELHO COULTER
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4.5 MICROSCOPIA OPTICA E ELETRONICA

O efeito da THP na cristalizagao do oxalato de calcio no grupo de homens
normais e no grupo nefrolitiase, analisado por microscopia optica, esta representado
nas figuras 5 e 6, respectivamente. Quando comparado com o grupo de homens
normais, a THP dos pacientes estudados permitiu a formagao de um numero maior
de cristais, com diametro reduzido, mantendo a morfologia de oxalato de calcio

mono e diidratado. O mesmo efeito pode ser observado a microscopia eletrénica

(figuras 7 e 8).
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FIGURA 5 - EFEITO DA THP DO GRUPO DE HOMENS NORMAIS NA CRISTALIZAGAO DO OXALATO
DE CALCIO (MICROSCOPIA OPTICA 500 VEZES)

FIGURA 6 - EFEITO DA THP DO GRUPO NEFROLITIASE NA CRISTALIZAGAO DO OXALATO DE
CALCIO (MICROSCOPIA OPTICA 500 VEZES)




FIGURA 7 - EFEITO DA THP DO GRUPO DE HOMENS NORMAIS NA CRISTALIZAGAO DO
OXALATO DE CALCIO (MICROSCOPIA ELETRONICA)

FIGURA 8 -EFEITO DA THP DO GRUPO NEFROLITIASE NA CRISTALIZAGAO DO
OXALATO DE CALCIO (MICROSCOPIA ELETRONICA)
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A UM do grupo de homens normais preservou em parte a morfologia
caracteristica dos cristais de oxalato de calcio. Notaram-se também conjuntos de
cristais agregados porém em menor numero e volume do que os formados no grupo
nefrolitiase. A figura 9 € um exemplo representativo do grupo de homens normais. A
UM do grupo nefrolitiase induziu a formagao de volumosos agregados cristalinos,
com cristais em menor numero e sem apresentar a morfologia caracteristica de

oxalato de célcio mono e diidratado, conforme representado na figura 10.

FIGURA 9 - EFEITO DA UM DO GRUPO DE HOMENS NORMAIS NA CRISTALIZAGAO DO OXALATO
DE CALCIO (MICROSCOPIA OPTICA 500 VEZES)
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FIGURA 10 - EFEITO DA UM DO GRUPO NEFROLITIASE NA CRISTALIZACAO DO OXALATO DE
CALCIO (MICROSCOPIA OPTICA 500 VEZES)

Na presenca de UM houve formagao de agregados cristalinos com morfologia
variada e de grande volume. Estas alteragcdes foram mais pronunciadas no grupo de
pacientes com nefrolitiase. As figuras 11 e 12 sdo exemplos representativos do grupo
de homens normais e do grupo nefrolitiase, respectivamente, quando analisados a

microscopia eletrénica.
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FIGURA 11 - EFEITO DA UM DO GRUPO DE HOMENS NORMAIS NA CRISTALIZAGAO DO OXALATO
DE CALCIO (MICROSCOPIA ELETRONICA)
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FIGURA 12 - EFEITO DA UM DO GRUPO NEFROLITIASE NA CRISTALIZAGAO DO OXALATO
DE CALCIO (MICROSCOPIA ELETRONICA)
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5 DISCUSSAO

Em torno de 20% dos pacientes formadores de calculos de oxalato de
calcio ndo apresentam anormalidades bioquimicas ou baixo volume urinario. A
ocorréncia de defeitos na nucleagdo, crescimento ou agregagcdo é mais
freqlientemente observada nesta populagéo (PAK, C. Y. C., 1987). Porém, os defeitos
nem sempre se manifestam em conjunto, podendo haver alteracdes isoladas. Por
exemplo, um estudo de 25 pacientes selecionados e com niveis normais de
saturacdo urinaria ndo detectou aumento do crescimento de cristais de oxalato de
calcio in vitro. Nao foram excluidos, entretanto, déficits de nucleacédo e agregacgio e
notou-se ainda aumento da excrecao da THP (PORILE, J. L. et al., 1996).

Neste trabalho foram selecionados pacientes que nao apresentavam
anormalidades bioquimicas urindrias comumente associadas a litiase, como
hipercalciuria, hiperoxaluria ou hipocitrataria. Conseqlientemente, nao possuiam
valores elevados de supersaturagcao urinaria. Esta abordagem visou encontrar
pacientes com defeitos em macromoléculas inibidoras da cristalizagdo urinaria,
dentre as quais situam-se a THP e a UM.

Os resultados revelaram que a proteina de Tamm-Horsfall e a uromodulina
atuam de maneira diversa na cristalizacao do oxalato de calcio in vitro. Além disto,
estas diferencas sdo ampliadas quando se compara portadores de nefrolitiase e
individuos normais.

Apesar da composicdo proteica da THP e da UM ser idéntica, sua
conformacgao é diferente. A técnica de espectrometria de dicroismo circular utilizada
demonstrou que a UM apresenta mais estrutura beta do que a THP ([B]z15 nm= 2700
graus.cm®.dmol” versus [Olz15 nm = 2100 graus.cm?®.dmol”’ da THP, p<0,01). Este
dado sugere diferengas na conformagdo molecular das duas proteinas, porém nao
permite inferir diretamente sobre o comportamento na cristalizacdo do oxalato de
célcio. Também relevante é o fato de a UM apresentar conteudo aparente de glicose
e manose maior que o da THP em todos os grupos estudados e de possuir diferentes

concentracgdes de residuos glicosil.



39

Estas diferencas entre a THP e UM, principalmente na composicdo glicidica,
sdo provavelmente as responsaveis pelos resultados distintos observados na
cristalizagcdo do oxalato de calcio. |

AlteragOes da porcdo carboidrato da THP foram descritas em portadores de
varias enfermidades renais, como glomerulonefrites, infecgdes, nefrite intersticial e
sindrome de Bartter. A quantidade de residuos de N-acetilgaladtosamina e N-
acetilglucosamina presentes na THP dos pacientes estava significativamente
diminuida quando comparada com individuos normais. Provavelmente em
consequéncia desta alteracédo, a THP destes pacientes estudados demonstrou uma
maior afinidade de ligagdo a imunoglobulina G (OLCZAK, T. et al., 1999).

As propriedades funcionais da THP e da UM sao determinadas, em sua
imensa maioria, pela interagdo com a porgéo glicidica da molécula. A THP liga-se a
interleucina 1o e B e ao fator de necrose tumoral através de seqliéncias de
carboidratos presentes em sua molécula (HESSION, C. et al., 1987). O efeito
imunomodulador da UM, representado pela inibicdo da proliferacao de linfécitos T
antigeno-especificos, é devido ao residuo Man7GlIcNAc2 (KOKOT, F.; DULAWA, J,,
2000). A porcao D-manose da THP funciona como receptor para a adesdo de
bactérias, como a Escherichia coli, possuidoras de fimbrias tipo 1. Por outro lado,
bactérias recobertas com THP sdo protegidas da acdo fagocitaria de macréfagos
(BASTOS, A. C. S. C. et al., 2001).

Desde que a unica diferenca entre as duas proteinas reside em sua
glicosilagcao, supde-se que a diferenca biologica também dependa deste achado. De
fato, a tendéncia de auto-agregacéao e o aumento da viscosidade encontrada na THP
de diabéticos e de portadores de nefrolitiase acelerada foram atribuidos a redugéo
no conteudo de carboidratos, principalmente no conteudo de acido N-
acetilneuraminico, causada por alteracdbes moleculares pobs-transiacionais.
Comparada com individuos normais, a THP destes grupos exibiu instabilidade
coléide acentuada, sinalizando auto-agregacédo (RAMBAUSEK, M. et al., 1988; HESS,

B. et al.,, 1991). Amostras de THP isoladas de individuos normais, tratadas com a
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enzima neuraminidase para diminuir a concentracé@o de acido sidlico, promoveram a
agregacao de cristais de oxalato e fosfato de calcio (HALLSON, P.C. et al., 1997).

A THP isolada da urina de ratos e camundongos apresentou composicdo
proteica similar & THP humana. Porém, foram notadas diferencas na composicao glicidica
e varios pontos para modificacbes pos-translacionais em sua pbrgéo carboidrato
(PRASADAN, K. et al., 1995; GOKHALE, J. A.; GLENTON, P. A;; KHAN, S. R., 1997)

Foram encontradas alteragdes glicidicas na UM isolada da urina de mulheres
gravidas. Durante a gestagdo houve uma diminuicdo do conteldo total de cadeias de
oligomanose, com excegdo do residuo Man7GIcNAc2 (SMAGULA, R. M. et al., 1990).
Analises estruturais revelaram que a THP e UM séo proteinas O-glicosiladas. A THP de
mulheres n&o gravidas e de homens expressa a terminagdo O-glicans tipo centro 1,
com uma molécula de &cido sidlico ou fucose na terminagdo. Por sua vez, a UM de
gestantes apresenta O-glicans do tipo centro 2, terminando com uma a trés sequéncias
sialicas de Lewis (x). Demonstrou-se que este tipo de alteragdo é revertida no
puerpério. Os dados sugerem que o estado de glicosilacdo da UM esta sob controle
hormonal durante a gravidez e pode explicar o efeito imuno-modulador aumentado
desta proteina neste periodo (EASTON, R. L. et al., 2000).

Este estudo demonstrou que a THP e a UM das gestantes estudadas
produziu um numero menor de cristais e com volume reduzido. Durante a gravidez,
ocorre hipercalciuria sem alteragao significativa no volume urinario. A excregao de
citrato e magnésio ndo aumenta proporcionalmente e o pH urinario sobe.
Consequentemente, a supersaturacdo urinaria em relagdo ao oxalato de cdlcio e
brushita torna-se semelhante a de mulheres com nefrolitiase. Provavelmente a alta
eficiéncia de proteinas inibidoras da cristalizagao, como por exemplo a nefrocalcina
e a THP-UM, seja um fator adicional para a baixa prevaléncia de doenca litiasica
nesta populacdo (MAIKRANZ, P. et al., 1989).

Varios estudos mediram a excregéo urinaria da THP em individuos normais e
em portadores de calculose urinaria. O método utilizado para a purificagdo foi o de

precipitacdes repetidas (TAMM, |.; HORSFALL Jr., F. L., 1950). Os valores encontrados
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variaram de 10 a 100 mg/dia. Diferengas no peso corporal (GLAUSER, A. et al., 2000),
concentragéo de citrato urinario (GANTER, K.; BONGARTZ, D.; HESSE, A., 1999), taxa de
filtragdo glomerular (TORFFVIT, O.; KAMPER, A-L; STRANDGAARD, S. 1996) e na
ingestdo de cloreto de sédio (YING, W-Z.; SANDERS, P.W., 1998) foram atribuidas como
fatores determinantes da taxa de excrecdo. A maioria dos autores ndo detectou
diferencas na excre¢do urinaria entre individuos normais e portadores de nefrolitiase.
Alguns, todavia, relataram valores de THP diminuidos ou dependentes do tipo de litiase.
A formac&o de calculos de &cido Urico e oxalato de célcio associou-se a redugdo da
excregdo de THP em comparacgdo a individuos sem doenca litidsica. Notou-se ainda
excregdo aumentada de THP em mulheres normais (ROMERO, M. C.; NOCERA, S,;
NESSE, A. B., 1998; GLAUSER, A. et al., 2000).

Em concordancia com a maioria dos autores, ndo foram encontradas
diferencas significativas na excrecdo urinaria da THP e UM entre os portadores de
nefrolitiase e os individuos normais selecionados. Os valores obtidos de THP e UM
foram ao redor de 50 mg/dia para todos os grupos estudados. Os monossacarideos
presentes na THP e na UM entre os grupos também foram semelhantes, ou seja, a UM
de todos os grupos estudados apresentou maior propor¢ao de glicose e manose do que
a THP correspondente. Nao houve, portanto, diferenciacdo entre os pacientes com
nefrolitiase e os individuos normais na porcao glicidica da proteina. HESS, B. et al.
(1991) analisaram pacientes com calculos de oxalato de calcio recorrentes.
Demonstraram que a THP nestes casos exibia tendéncia a auto-agregacao e estimulava
a aglomeracao cristalina. O comportamento proteico anormal parecia ter heranca
familiar e encontraram diferengcas nos aminoacidos presentes na proteina. A
composicao proteica nao foi detalhada neste estudo.

A nucleacdo e agregacao dos cristais de oxalato de caicio foi avaliada por
meio de um aparelho Coulter. Esta técnica foi descrita inicialmente por ROBERTSON, W.
G.; PEACOCK, M. (1972) e posteriormente aperfeicoada (RYALL, R.L.; MARSHALL, V.R,,
1978; RYALL, R.L.; RYALL, R. G.; MARSHALL, V. R., 1981; RYALL, R. L.; HIBBERD, C. M.;

MARSHALL, V. R., 1985). Ela permite medir o nimero de cristais produzidos, informando
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sobre a taxa de nucleagao que ocorre no sistema. Além disto, fornece o volume total e a
curva de distribuicéo das particulas cristalinas, inclusive com a moda desta curva, que
representa o didmetro médio dos cristais em solugdo. A grande vantagem de sua
utilizag&@o reside no fato de medir o crescimento cristalino independente da agregacéo,
quando os processos ocorrerem simultaneamente (RYALL, R.L.. RYALL, R.G;
MARSHALL, V.R., 1981). Embora diférengas no numero de cristais possam ser indice de
agregagéo, devem sempre ser acompanhadas da curva de distribuicdo de volume. Mais
ainda, o didmetro dos cristais nesta curva vai alterar a posicao e ndo a forma da mesma
(RYALL, R.L.; HIBBERD, C.M.; MARSHALL, V.R., 1985).

GROVER, P. K.; RYALL,R.L.; MARSHALL, V. R. (1990) estudaram o efeito de
sobrecarga de oxalato em urina contendo 35 mg/l de THP utilizando um aparelho
Coulter. Adicionaram quantidades crescentes de oxalato até o surgimento de cristais
maiores que 2 um, detectados pelo Coulter, determinando assim o limite de
metaestabilidade urinaria. A partir deste ponto, uma concentragdo de oxalato padrao foi
utilizada e foram medidos os parametros de cristalizagdo. Houve uma diminuicao
significativa no didmetro das particulas formadas na presenca da THP (6,5 um versus
12,1 um da urina de controles sem a proteina, p<0,01). Desta forma, concluiram que
sob condi¢des fisioldgicas usuais, a THP inibe a agregacéo do oxalato de sédio.

A THP neste estudo aumentou o nimero e diminuiu o didmetro das
particulas formadas, principalmente em portadores de nefrolitiase. A UM, por sua
vez, contribuiu para a formagao de cristais com volume aumentado e em numero
reduzido, quando comparado com a THP. Estes achados foram concordantes nas
medidas obtidas pelav variacdo da DO (nucleagédo), dados do aparelho Coulter
(nucleacgéo e agregacao) e confirmados por microscopia dptica e eletronica.

Este comportamento dispar sugere que as duas proteinas tenham
diferentes fungdes no processo de cristalizagdo do oxalato de calcio. A THP atuaria
primordialmente na fase inicial de nucleacdo e a UM participaria em maior grau na

agregacao dos cristais de oxalato de calcio.
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Nas condigdes empregadas neste trabalho, com utilizagdo de solugéo rica em
célcio, a forma diidratada do oxalato de calcio tem preferéncia sobre a forma monoi-
dratada. Ambas, porém, estdo presentes em célculos com composi¢do predominante
de oxalato de célcio. Embora o tamanho dos cristais seja reconhecidamente associado
a supersaturagdo relativa de uma solugdo, proteinas presentes podem modificé-lo,
assim como sua morfologia (BURNS, J. R.; FINLAYSON, B., 1980). A THP causou pouca
alteragéo estrutural, formando primordialmente cristais diidratados. A UM, por sua vez,
exibiu um fenémeno acentuado de polimorfismo cristalino, como demonstrado por
microscopia 6ptica e eletronica. As diferencas nas formas apresentadas pelos cristais
em solucdo possuem significado fisiopatolégico, ja que parecem ser influenciadas por
macromoléculas organicas, principalmente proteinas, incorporadas em seu interior ou
adsorvidas em sua superficie. Interessantemente, varias proteinas com estas
propriedades, como por exemplo a nefrocalcina, osteopontina e o fragmento urinario da
protrombina, também séao inibidoras da cinética de cristalizacéo urinaria. Pode-se incluir
como um dos mecanismos naturais de defesa na formacao de calculos urindrios a
protecéo contra adesao de cristais no epitélio, provida pelo efeito de macromoléculas na
estrutura dos cristais (WESSON, J. A. et al., 1998).

A passagem de cristais pelo trato urinario ocorre tanto em individuos normais
como em portadores de nefrolitiase. Apesar dos cristais serem mais volumosos nos
nefrolitidsicos, o desenvolvimento de calculos s6 é possivel se houver retengao destas
particulas dentro dos tibulos renais (ROBERTSON, W.G., 1969). A retencédo pode ser
definida como movimento cristalino em velocidade menor que o fluxo urinario tubular.
Pode acontecer por aumento do cristal, geralmente por mecanismo de agregacao,
adesdo tubular e por aprisionamento de particulas em locais de fluxo urinario lento
(KOK, D. J.; KHAN, S. R., 1994). Uma vez retido, o cristal interage e adere as celulas
epiteliais tubulares renais, por meio de glicoproteinas contendo acido sialico na
superficie apical celular. O mecanismo de adesédo dos cristais pode ser inibido por
varias substancias, como por exemplo glicosaminoglicanos, uropontina, nefrocalcina e

citrato (LIESKE, J. C.; TOBACK, F. G., 1996). Inversamente, ocorre aumento da adesao
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quando existe lesao celular, devido a exposicao de diferentes substancias, como a
fosfatidilserina, por exemplo (WIESSNER, J. H. et al., 2001). Apds o processo de adesio,
o cristal é rapidamente internalizado, ocorrem modificagbes no citoesqueleto e na
expressao génica e pode haver proliferagdo celular (LIESKE, J. C.; TOBACK, F. G., 1996).

GARCIA, W. E. et al. (1998) estudaram a influéncia da THP e da UM na
adesédo de cristais de oxalato de calcio monoidratado a células epiteliais renais.
Cristais marcados com carbono' foram recobertos pela proteina a ser estudada e
colocados em culturas de células epiteliais renais de macaco nao transformadas, da
linhagem BSC-1. A THP diminuiu a adesao dos cristais em 30%. A UM ndo causou
alterac@o significativa, comportando-se de modo semelhante a cristais ndo expostos
as proteinas. Além disto, quando a THP foi tratada com neuraminidase, que se liga a
proteinas que contenham 4dcido sidlico, sua capacidade de diminuir a adesao
cristalina foi abolida.

Vérios estudos relataram diferentes acdes da THP na cristalizagdo do
oxalato de calcio, um comportamento semelhante aos personagens de Robert L.
Stevenson Dr. Jekyll e Mr. Hyde, conforme revisao relativamente recente (HESS, B.,
1994). Os dados deste estudo sugerem, no entanto, que a diferente glicosilagao pos-
translacional exibida pela proteina de Tamm-Horsfall e por sua fragdo congénere, a

uromodulina, seja o fator determinante da funcéo destas proteinas.
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6 CONCLUSAO

- O maior conteudo de glicose e manose na molécula diferenciou
bioquimicamente a uromodulina da proteina de Tamm-Horsfall.

- A quantidade da proteina de Tamm-Horsfall e de uromodulina excretada
em urina de 24 horas foi semelhante para pacientes com litiase renal,
homens e mulheres normais e gestantes.

» A proteina de Tamm-Horsfall aumentou a densidade éptica e 0 numero
de particulas cristalinas formadas, com didmetro comparativamente
menor do que aquelas formadas pela uromodulina. Este efeito foi
amplificado nos portadores de nefrolitiase.

- A uromodulina produziu um numero menor de cristais, porém mais
agregados e por conseqliéncia com volume maior do que as particulas
cristalinas formadas pela proteina de Tamm-Horsfall. Esta diferenca foi

mais acentuada nos pacientes com caiculo renal.
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