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No diabetes mellitus (DM), a hipertensdo arterial (HA) € o principal fator associado ao
desenvolvimento e progressdo da nefropatia diabética (ND). Os mecanismos de interagao
entre HA e DM no agravamento da ND sdo pouco conhecidos. No presente trabalho
investigamos a contribuicdo da HA nas alteracdes renais precoces de um modelo que
combina HA e DM. Ratos machos com 4 semanas de idade, espontaneamente hipertensos
(SHR) e seus controles Wistar Kyoto (WKY), foram tornados diabéticos através da injecao
endovenosa de estreptozotocina. Os ratos SHR com DM foram randomizados para
tratamento com captopril, losartan, terapia triplice (hidroclorotiazida, reserpina e
hidralazina) e nenhum tratamento por 20 dias. O aumento na pressdo sistdlica foi
igualmente previnido pelos diversos esquemas anti-hipertensivos. A expressdo glomerular
de nefrina estava reduzida nos animais SHR controle em relacdo aos animais WKY, e de
forma mais acentuada no grupo SHR DM. A prevencdo da HA foi capaz de evitar a
redu¢do na nefrina, bem como reduzir a albumindria. A superficie, expressdo de
fibronectina e TGF B1 glomerulares estavam significativamente aumentadas no grupo SHR
diabético em relagdo ao grupo SHR controle e foi prevenida pelos diversos tratamentos. A
replicacdo de células renais foi significativamente menor no grupo SHR diabético em
relacdo ao controle, e restaurado com a prevencdo da hipertensdo arterial. A expressao

glomerular de p27""'

estava aumentada no grupo SHR diabético, mas ndo foi modificada
pelo tratamento anti-hipertensivo. Em conclusdao a presenca da HA em ratos diabéticos
induziu o aparecimento de alteragdes renais precoces que puderam ser previnidas com o

tratamento anti-hipertensivo, independente da classe de droga utilizada.
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In diabetic patients hypertension is the main secondary factor associated with the
development and progression of renal disease. However, the mechanism of interaction
between diabetes and hypertension to exacerbate diabetic renal disease is poorly
understood. The aim of this study was to evaluate the effect of presence of hypertension
had on nephrin expression, glomerular hypertrophy, renal cell replication and accumulation
of glomerular TGF [ and fibronectin in a model of genetic hypertension and experimental
diabetes mellitus. Four-week-old spontaneously hypertensive rats (SHR) and their
normotensive control Wistar Kyoto (WKY) were rendered diabetic by means of
intravenously injection of streptozotocin. To further assess the contribution of hypertension
to renal abnormalities diabetic SHR were randomized for no treatment, or for treatment
with captopril, losartan or triple therapy (hydrochlorothiazide, reserpine and hydralazine)
for 20 days. Increase in systolic blood pressure was equally prevented by captopril (113 +
9mmHg), losartan (115 + 16) and triple therapy (108 + 12, p<0.005). Glomerular
expression of nephrin was reduced in SHR and further diminished in diabetic SHR in
comparison with controls and the antihypertensive treatment prevents the reduction in
glomerular expression of nephrin. Glomerular size was higher (p<0.005) in diabetic SHR
(27,300 = 2130 pmz) compared with non-diabetic SHR (23,800 #= 307). The
antihypertensive therapy with captopril (23,900 £ 175), losartan (23,800 £120), and triple
therapy (23,400 +210) prevented the glomerular enlargement in diabetic SHR. Glomerular
expression of TGF B and fibronectin was significantly increased in diabetic SHR as
compared to the controls, and was prevented with captopril, losartan and triple therapy. The
number of replicating glomerular cell significantly decreased in diabetic SHR and it was
restored by all three antihypertensive regimes. The glomerular expression of p27<?' was
significantly higher in diabetic SHR but it was not modified by antihypertensive treatment.
In diabetic rats the presence of genetic hypertension induced early renal abnormalities that
were prevented by strict control of blood pressure. These abnormalities may be involved in
the mechanism of interaction between diabetes and hypertension to exacerbate renal

disease.
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O diabetes mellitus (DM) pode ser definido como um grupo de desordens do
metabolismo dos carbohidratos, no qual a glicose é subutilizada produzindo hiperglicemia,
devido a absoluta deficiéncia de secre¢do e/ou reducdo da eficacia bioldgica da insulina
(The Expert Commitee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus..., 2003).
Pacientes portadores de DM tipo 1 (insulino-dependentes) e DM tipo 2
(n2o insulino-dependentes) sdo suscetiveis ao desenvolvimento de complicacdes a longo

prazo, complicacdes microvasculares, dentre elas, a nefropatia diabética (Nathan, 1993).

A nefropatia diabética (ND) € uma sindrome clinica caracterizada por
albuminiria persistente, aumento da pressdo arterial, declinio progressivo da filtracdo
glomerular e aumento de morbi-mortalidade cardiovascular (Wilson et al., 1951;

Parving et al., 2004).

A ND representa atualmente a principal causa de insuficiéncia renal cronica
terminal (IRCT) em diversos paises do mundo ocidental. Nos Estados Unidos, a incidéncia
de pacientes portadores de IRCT secunddria a ND em 2002 foi de 44,5% (U.S. Renal Data
System..., 2004). No nosso meio, a ND também é causa importante de insuficiéncia renal
cronica. No municipio de Campinas, no periodo de abril de 1992 a abril de 1993, a ND foi
a causa provavel de insuficiéncia renal cronica em 18% dos pacientes que iniciavam
tratamento dialitico (Lopes de Faria et al., 1995). Estes dados s@o semelhantes aos
observados em outras regides do Brasil (Registro Brasileiro de Didlise, 1997). Segundo
estimativas da Organizacdo Mundial de Saude, a incidéncia e prevaléncia de ND devem

permanecer aumentando nas Américas (Barcel6 e Rajpathak, 2001).

Além de sua elevada prevaléncia, a ND estd associada a alta mortalidade por
causa cardiovascular. Individuos com proteintria apresentam risco de morte prematura até
100 vezes superior a populacdo ndo diabética (Borch-Johsen et al., 1985; Dorman et al.,
1984), enquanto pacientes diabéticos, sem nefropatia, apresentam mortalidade apenas duas

vezes superior aquela de individuos nao diabéticos (Borch-Johsen et al., 1985).

Em pacientes portadores de DM a presenga persistente de microalbumintria
(excre¢dao urinaria de albumina entre 20-200pug/min ou 30-300mg/24 horas) tem sido

apontado como preditor de evolucdo para nefropatia diabética clinica (Parving et al., 1982;
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Viberti et al., 1982; Mogensen, 1984). A prevaléncia de microalbumindria em pacientes
portadores de DM tipo 1 € cerca de 20% apds 10 anos de doenca e chega a 52% ap6s 30
anos de duracdo do DM (Krolewski et al., 1995; Orchard et al., 1990; Warram et al., 1996).
Em pacientes portadores de DM tipo 2, a prevaléncia de microalbumindria é de cerca de
20%, entretanto se considerados apenas pacientes com DM tipo 2 e retinopatia diabética,
esta prevaléncia pode chegar a 45% (Delcourt et al., 1996). A prevaléncia de
macroalbuminuria (excre¢do urindria de albumina superior a 200pg/min ou 300mg/24
horas) € de cerca de 35% em ambos os tipos de diabetes. Entretanto, existe variacdo entre
pacientes portadores de DM. No tipo 1 a prevaléncia é de cerca de 30% (Borch-Johnsen et
al., 1985), ja nos pacientes com DM tipo 2 sua prevaléncia varia de 6-50% (Cowie et al.,
1989; Nelson et al., 1989). A maior prevaléncia da ND tem sido reportada em indios
americanos (Pima), essas variacdes podem ser explicadas, principalmente, por diferencas

genéticas (Nelson et al., 1989).

A ND raramente aparece antes dos 10 anos de duracdo do diabetes em
individuos com diabetes mellitus tipo 1 (Krolewski et al., 1985). Nestes pacientes, o pico de
incidéncia da nefropatia ocorre durante a segunda década de doenca, seguido de um
declinio progressivo na incidéncia de ND a partir desta década (Krolewski et al., 1985;
Andersen et al., 1983). Essa redu¢do no risco do aparecimento da ND em pacientes com
longa duracdo do diabetes, sugere, que apenas a exposi¢ao prolongada a hiperglicemia nao
€ suficiente para o aparecimento da ND. Estudos prospectivos comparando o efeito da
terapia convencional versus o controle intensivo com insulina demonstram que o melhor
controle da hiperglicemia € capaz de reduzir o risco de complicagdes microvasculares do
DM, entre elas a ND (The Diabetes ..., 1993), entretanto, o desenvolvimento de ND néo
pode ser explicado exclusivamente pelo pobre controle glicémico (Deckert e Poulsen,
1981). No estudo multicéntrico e prospectivo ‘“Diabetes Control and Complications Trial”,
envolvendo um grande nimero de pacientes com DM tipo 1, que comparou o efeito do
tratamento intensivo com insulina versus terapia convencional, demonstrou-se que o
controle glicémico intensivo com insulina foi capaz de reduzir em cerca de 50% a chance
de desenvolver macro ou microalbumindria (The Diabetes..., 1993). No “UK Prospective
Diabetes Study” (UKPDS), estudo prospectivo e multicéntrico envolvendo mais de 3000

pacientes com DM tipo 2, que comparou controle intensivo de glicemia com sulfoniluréia
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ou insulinoterapia versus controle convencional com dieta, demonstrou que o controle
intensivo com insulina ou sulfoniluréia reduziu a probabilidade de progressio de
albumintria em 39% (Intensive blood-glucose control..., 1998). Desta forma, o controle da
glicemia previne alguns pacientes do desenvolvimento da nefropatia e outros nio. Portanto,
o controle glicEémico por si s6 ndo explica porque apenas alguns pacientes desenvolvem

nefropatia.

Predisposi¢do herdada para nefropatia é fortemente sugerida por estudos que
demonstram que essa complica¢do ocorre com maior freqiiéncia em determinadas familias
(Seaquist et al., 1989). Evidéncia de nefropatia foi observada em 83% dos irmaos
diabéticos de pacientes com nefropatia diabética contra 17% naqueles livres de nefropatia
(Seaquist et al., 1989). Evidéncia de agregacdo familiar foi descrita em uma populacio
dinamarquesa com DM tipo 1 (Borch-Johsen et al., 1992) e em indios Pima com diabetes
mellitus tipo 2 (Pettitt et al., 1990). Viberti e colaboradores (1987) demonstraram que pais
ndo diabéticos de individuos com ND tinham niveis de pressdo arterial mais elevada em
relac@o aos pais de diabéticos sem ND (Viberti et al., 1987), sugerindo, que a predisposi¢ao
familiar a hipertensdo arterial essencial pode aumentar o risco de lesdo renal em pacientes

com DM tipo 1.

A hipertensio arterial nos pacientes com ND foi inicialmente considerada como
secunddria ao quadro de insuficiéncia renal. Estudos posteriores demonstraram que a
hipertensdo arterial ndo é meramente conseqii€éncia da insuficiéncia renal, pois pacientes
com DM tipo 1 e 2 apresentavam aumento da pressdo arterial com ritmo de filtracdo
glomerular normal e apenas discreto aumento na excre¢do urindria de albumina
(Mogensen et al., 1988; Parving et al., 1981). Hipertensao arterial sist€mica, em pacientes
com DM tipo 1, desenvolve-se principalmente em concomitincia ao surgimento da ND. Em
contrapartida, aqueles que ndo desenvolvem a nefropatia permanecem normotensos a
despeito da longa duracdo do diabetes e avanco da idade (Borch-Johnsen et al., 1985;

Krolewski et al., 1988).

Krolewski e colaboradores (1988) compararam a freqiiéncia de hipertensao
arterial em pais de individuos portadores de DM tipo 1 com ou sem ND. Possuir um dos

pais com hipertensdo arterial aumentou em 3 vezes o risco de desenvolver ND.

Introducado

35



Além disso, o maior risco estava presente de forma mais evidente nos pacientes com pobre
controle glicémico nas primeiras décadas de DM (Krolewski et al., 1988). Barzilay e
colaboradores (1992) em um estudo de caso-controle em individuos portadores de DM tipo
1, encontraram correlacdo entre controle glicémico e desenvolvimento de ND, e, a presenca
de proteintria se correlacionava com uma maior freqiiéncia de hipertensdo arterial nos pais
dos pacientes com nefropatia (Barzilay et al., 1992). Uma questdo que surge a partir de tais
achados € como a hiperglicemia interage com a hipertensdo arterial na inducido da
nefropatia diabética. Em modelos animais onde existe predisposicao a hipertensdo arterial,
foi possivel detectar alteracdes hemodinamicas glomerulares, e maior risco para ND, que
podem ser detectadas antes que a hipertensdo arterial se torne evidente
(Bianchi et al., 1983). Esta disfun¢do glomerular pré-hipertensdo arterial pode estar
envolvida como fator adicional para uma pior evolucdo da glomeruloesclerose diabética
(Thomsen et al., 1984). Virios estudos tém mostrado que filhos de pais hipertensos
apresentam anormalidade na hemodinamica renal (Blackshear et al., 1987; Uneda et al.,
1984). Além disso, o pobre controle glicémico pode ter impacto na hemodindmica renal
com aumento na fracdo de filtracdo (Hostetter et al., 1981), o qual € similar aquele
observado em individuos com predisposicdo a hipertensdo arterial. A presenca destes dois
fatores juntos pode produzir um aumento critico na pressao intraglomerular e favorecer o

desenvolvimento da ND durante os primeiros 20 anos de DM.

Correlacdo entre predisposi¢do a hipertensdo arterial essencial e doenga renal
diabética foi demonstrada através de estudos de transporte celular de cations. Canessa e
colaboradores (1980) demonstraram que pacientes portadores de hipertensdo arterial
essencial apresentavam aumento na atividade do contra-transporte sédio-litio em heméacias
quando comparados a individuos normotensos (Canessa et al., 1980). Diversos estudos
confirmaram uma associacao entre o aumento do contra-transporte sodio-litio e hipertensao
arterial essencial (Adragna et al., 1982; Carr et al., 1989). Posteriormente, foi demonstrado
que filhos normotensos de pais hipertensos também apresentavam elevacdo do contra-
transporte sodio-litio em hemdcias quando comparados aos filhos de pais normotensos
(Viberti et al., 1987). Outros estudos também demonstraram que o contra-transporte sodio-
litio seria ndo apenas um marcador de hipertensdo arterial, mas um fator relacionado a

predisposicdo a  hipertensdo arterial e suas complicacdes cardiovasculares
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(Morgan et al., 1986; Jones et al., 1990). Barzilay e colaboradores (1992) demonstraram
que o risco de hipertensdao arterial e proteiniria aumentavam em 5 a 10 vezes com o
aumento no contra-transporte sodio-litio, enquanto o risco de microalbumintria aumentava
em 2 a 3 vezes (Barzilay et al., 1992). Neste mesmo estudo, o risco de nefropatia avangada
se correlacionou mais intimamente com o aumento no contra-transporte sédio-litio e
hipertensao arterial em pais de individuos com DM tipo 1 que a pressdo arterial elevada no
inicio da vida adulta, sugerindo que fatores predisponentes a hipertensao arterial sdo mais
importantes que exclusivamente a pressdo arterial (Barzilay et al., 1992). Em pacientes com
DM tipo 1 e 2, varios estudos t€ém demonstrado aumento do contra-transporte sodio-litio na
presenca de micro ou macroalbumindria (Barzilay et al., 1992; Jones et al., 1990). Lopes de
Faria e colaboradores (1992) demonstraram em pacientes com DM tipo 1 apresentando
macro ou microalbumindria um aumento no contra-transporte sddio-litio, além de forte
associacao entre hiperglicemia e aumento no contra-transporte sodio-litio na determinagao
de proteindria (Lopes de Faria et al., 1992). Em estudo ja citado, Krolewsky e
colaboradores (1988) estudando 3 grupos de pacientes diabéticos: sem complicagdes;
apenas com retinopatia e pacientes com nefropatia todos com duracdo de diabetes mellitus
entre 15-20 anos, observaram que o grupo com nefropatia tinha maiores niveis de glicemia
e hemoglobina glicada, assim como aumento no contra-transporte sodio-litio
(Krolewski et al., 1988). Estudo prospectivo com pacientes diabéticos tipo 1 demonstrou
que aqueles que evoluiam de normo para microalbumindria apresentavam aumento no
contra-transporte sddio-litio (Monciotti et al., 1997). A demonstracdo de aumento do
contra-tranporte sodio-litio em filhos de pais com hipertensdo arterial essencial (Woods et
al., 1982), a forte associagdo entre valores de contra-transporte sodio-litio de pacientes com
ND e em seus pais representam evidéncia da importancia do fator genético na determinagao
da atividade desse transporte de cations (Walker et al., 1990). O papel do contra-transporte
sodio-litio na fisiologia celular ndo € bem estabelecido, entretanto, acredita-se, que este
represente um modo de operacdo do contra-transporte sédio-hidrogénio (Ives, 1989). A este
ultimo tem sido atribuido fun¢des como controle do pH intracelular, reabsor¢do proximal
de sdédio, hiperplasia e hipertrofia celulares (Mahnesmith e Aronson, 1985). Correlagcao
entre contra-transporte sédio-litio e sddio-hidrogénio foi demonstrado em hemadcias de

pacientes com DM tipo 1 (Semplicini et al, 1989), e estudo prospectivo demonstrou que o
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contra-transporte sddio-hidrogénio em hemdcias estava associado ao desenvolvimento da
nefropatia (Koren et al., 1998). Esses dados sugerem, portanto, que a hipertensdo arterial
possa participar da patogé€nese da nefropatia diabética, entretanto, ndo propdem o0s
mecanismos pelos quais a predisposicao a hipertensdo arterial aumentariam os riscos de

nefropatia diabética.

Estudos recentes t€ém procurado entender os diversos fatores genéticos
envolvidos na predisposicio a ND e suas complicagdes. Tem sido demonstrado que
polimorfismo no gene que codifica a aldose redutase (ALR2), a primeira enzima limitante
na via do poliol, se correlaciona com suscetibilidade a ND em DM tipo 1 (Heeson et al.,
1997). Em outro estudo, o transportador de glicose (GLUT1), o mais importante facilitador
do transporte de glicose dentro do glomérulo (Heilig et al., 1995), foi demonstrado estar
intrinsecamente envolvido na susceptibilidade a ND, mas ndo a retinopatia em pacientes
diabéticos tipo 1 (Hodgkinson et al., 2001). A partir de estudos de irmdos que sao
acometidos ou ndo pela nefropatia diabética, tem se pesquisado por genes que possam
identificar suscetibilidade a nefropatia diabética. Neste modelo de estudo Moczuliki e
colaboradores (1998) identificaram uma regido no braco longo do cromossomo 3 na
vizinhanca do gene do receptor da angiotensina II, que predispde pacientes caucasdides a
ND (Moczuliki et al., 1998). Recentemente foi demonstrado que camundongos triplamente
transgénico com expressdo aumentada de iNOS (6xido nitrico sintase induzivel), RAGE
(receptor de produtos de glicosilacdo avangada) e Megsin, um gene que estd envolvido na
proliferacdo e expansdao mesangial, apresentam aumento na albumintria e hipertrofia
glomerular com expansdo mesangial (Inagi et al., 2006). Os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na associag¢do entre predisposi¢do genética e ND permanecem nao

totalmente esclarecidos.

Aumento do volume do rim e dos glomérulos foi inicialmente descrito em
pacientes portadores de DM tipo 1 (Mogensen e Andersen, 1973; Christiansen et al., 1981),
contudo alteragdes ultra-estruturais semelhantes ocorrem no DM tipo 1 e 2. As alteracdes
estruturais mais proeminentes na doencga renal do DM ocorrem no glomérulo. Hipertrofia
glomerular é uma anormalidade precoce observada em humanos (Osterby e Gundersen,

1975) e modelos animais de doenca renal diabética (Zador et al., 1993; Wolf e Ziyadeh,
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1992), a qual fica ainda mais pronunciada na fase de proteindria clinica
(Osterby et al., 1987). O aumento do volume glomerular ocorre devido ao aumento na
producdo de membrana basal e expansdao mesangial (Mauer, 1994), a qual se deve a uma
combinacdo de acuimulo de proteinas de matriz extracelular e hipertrofia de células
mesangiais (Steffes et al., 1992; Fioreto et al., 1994; Mason e Wahab, 2003). A expansao
mesangial é uma das principais caracteristicas andtomo-patolégicas da nefropatia diabética
(Adler, 1994) e esta diretamente relacionada com a piora da fungdo renal em ambos os tipos
de DM (Osterby et al., 2001). O aumento da matriz mesangial leva ao estrangulamento do
capilar glomerular, reduzindo a superficie vidvel para filtracao ou ocluindo a luz do capilar
glomerular. Aumento da produc¢do de matriz extracelular, assim como redu¢do no
“turnover” de seus componentes, contribui para a expansao mesangial. Estudos em animais
diabéticos sugerem que a sintese de matriz mesangial, particularmente de coldgeno, esta
significativamente aumentada. A atividade da lisil hidroxilase, uma enzima envolvida na
hidroxilacdo durante a sintese de coldgeno, encontra-se significativamente aumentada em
glomérulos de ratos diabéticos (Khalifa e Cohen, 1975). Tem sido demonstrado que a alta
concentracdo de glicose causa uma reducdo na degradacdo mesangial (McLennan et al.,
1994). Além disso, McLennan e colaboradores (2002) demonstraram que na ND
experimental existe uma reducdo na atividade das metaloproteinases de matriz extracelular,
enzimas envolvidas na degradacdo de matriz extracelular, particularmente as
metaloproteinases 2 € 9 (McLennan et al., 2002). Dentre os fatores envolvidos no acumulo
de matriz extracelular, a hiperglicemia €, sem divida, a principal anormalidade metabdlica.
Células mesangiais expostas a alta glicose aumentam a expressio de RNA e a sintese
protéica de coldgeno e fibronectina (Ziyadeh et al., 1994). Em contrapartida, a
normalizacdo da glicemia tem se mostrado capaz de prevenir estas alteracdes celulares de
crescimento, € 0 subseqiiente desenvolvimento de glomeruloesclerose, e em alguns casos,
ha possibilidade de reversdao da esclerose glomerular (Fioretto et al., 1998). Alteracdes
hemodinamicas e hiperglicemia tém sido implicadas nas fases iniciais da hipertrofia
glomerular, entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos na hipertrofia glomerular
ndo estdo totalmente esclarecidos. H4 evidéncias que suportam um possivel papel de fatores
de crescimento como o transforming growth factor 1 (TGF B1) (Ziyadeh et al., 1994),

connective tissue growth factor (CTGF)(Wahab et al., 2002), sinalizadores intracelulares
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como as proteinas quinases ativadoras de mitégenos (MAPK) (Haneda et al, 1997), além de
proteinas reguladoras do ciclo celular (Shankland, 1997). O estudo dos mediadores da
hipertrofia glomerular frente ao tratamento anti-hipertensivo pode contribuir para melhor
compreensdo da fisiopatogenia da hipertrofia glomerular e renal, bem como avaliar a

possibilidade de uma intervencao precoce sobre esta alteracao.

Diversos estudos tém demonstrado um importante papel de proteinas
reguladoras do ciclo celular na nefropatia diabética. O ciclo celular € dividido em 4 fases
(G1, S, G2 e M). Células quiescentes (fase GO) entram no ciclo celular na fase GI,
progredindo a fase S (sintese), onde ocorre a duplicacdo do DNA. As células prosseguem a
fase G2 e em seguida entram na fase M (mitose), subdividida em préfase, metafase, anafase
e telofase, seguida pela citocinese (divisao celular). A transi¢cao de uma fase do ciclo celular
para outra é um processo coordenado, seqiiencial e sincronizado e que ocorre num tempo
preciso e em ordem bem definida para assegurar que a célula fique pronta para a replicagdo
do DNA (Grana e Reddy, 1995). As proteinas do ciclo celular t¢tm um importante papel na
proliferacdo, hipertrofia ou apoptose, eventos que estdo relacionados as fases do ciclo
celular. A proliferagdo celular requer uma progressio normal pelo ciclo celular; a
hipertrofia ocorre quando uma célula entra no ciclo celular e interrompe sua progressao na
fase G1, parada na transicdo G1/S, e a apoptose estd associada a saida do ciclo celular que
ocorre na fase G1, com subseqiiente morte celular (Shankland, 1997a). Cada fase do ciclo
celular € controlada por proteinas especificas positivas, ciclinas e cinases dependentes de
ciclina, e proteinas reguladoras negativas do ciclo celular conhecidas como inibidores de
ciclina dependentes de cinases. A localiza¢do das proteinas reguladoras do ciclo celular é
predominante no nucleo celular e sua principal fung¢do € regular a transicao entre cada fase
do ciclo celular. Um complexo chamado ciclina-CDK, formado por duas subunidades: uma
regulatéria, denominada ciclina e outra catalitica, denominada cinase dependente de ciclina
(CDK) (Morgan, 1995), necessita estar ativado para que o ciclo celular se complete,
levando a célula a proliferacdo. Inibidores destes complexos regulam negativamente a
progressao pelo ciclo celular e sio denominados inibidores de CDKs ou CKIs (inibidores
de cinase dependente de ciclina) (Morgan, 1995). Existem duas familias de inibidores de
CDK que sao classificados de acordo com sua homologia estrutural e baseados nos

complexos ciclina CDK inibidos por elas. A familia INK4 (p15, pl16, pl8 e pl19) inibe
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CDKs ativos na fase G1 do ciclo celular (Hannon e Beach, 1994), enquanto os membros da
familia Cip/kip, compreendendo o p21P"™ ! (p219PY), p27"P! ¢ p575P2 inibem a
proliferacdo celular se ligando e inativando o complexo ciclina-CDks, nas fases G1 e S do
ciclo celular (Shankland e Wolf, 2000). Os inibidores de CDK, através do aumento ou
reducdo de sua expressdo, sdo determinantes criticos para o aparecimento e a proliferacdo
celular renal. Apesar de existirem 2 familias de inibidores de CDK, a maioria dos estudos
tem demonstrado a participacdo da familia Cip/Kip (p21, p27, pS7) nas doengas renais,
inclusive na ND (Shankland et al., 1996; Wolf et al, 1998). Nao se sabe, porém, os
mecanismos que levam as diferencas na expressdo destas proteinas durante proliferacdo
celular renal. O inibidor de CDK p21°?' estd normalmente expresso em pequenas
quantidades nas células glomerulares quiescentes (Shankland et al., 1996). Entretanto, os
seus niveis aumentam durante a proliferacdo de células mesangiais quiescentes normais in
vitro. O inibidor de CDK p27"P' ¢ expresso em maior quantidade que o p21°?' em células
mesangiais quiescentes in vitro. O inicio da proliferacdo mesangial in vitro induzido por
fatores de crescimento mitogénico estd associado a diminui¢do na expressao dos niveis de

proteina de p27"P!

(Shankland et al., 1997b). O pico da proliferacao de células mesangiais
na glomerulonefrite proliferativa experimental coincide com niveis quase indetectdveis de

p27“P! (Shankland et al., 1996).

No diabetes mellitus experimental, tem sido demonstrado um aumento precoce
e limitado na replicacdo de células mesangiais (Young et al., 1995) seguido por uma
redu¢do na replicacdo celular, interrup¢ao do ciclo celular na fase G1, e concomitante
hipertrofia (Wolf et al., 1997; Kuan et al., 1998; Al-Douahji et al., 1999; Hanken et al.,
2000). Os inibidores do ciclo celular p21°P' e p27"P! tem sido implicados nesta interrup¢io
do ciclo celular na fase G1, que leva a hipertrofia renal e glomerular observada no DM
(Monkawa et al., 2002). Dados de nosso laboratério demonstram que animais SHR e
diabéticos por um periodo de 10 dias apresentam reducdo na replicacdo celular, hipertrofia
renal e aumento na expressdo de p27“P'(Silveira et al., 2002). O efeito da hiperglicemia nos
inibidores do ciclo celular, hipertrofia celular e aumento de matriz extracelular € mediado,
sobretudo pela citocina anti-proliferativa e pré-fibrética TGF Bl (Monkawa et al, 2002;
Wolf et al.,, 1992). Poucos estudos tém investigado os efeitos do tratamento anti-

hipertensivo sobre as alteracdoes de replicacdo celular e expressdo destas ciclinas, por
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exemplo, o tratamento de animais BBdp com enalapril, um inibidor da enzima de conversao
da angiotensina, restaurou a expressio aumentada de p16™* e p27°"' nestes animais (Wolf

et al., 1999).

O mecanismo pelo qual o aumento da glicose estimula o aumento de matriz
extracelular no diabetes pode envolver diversos mecanismos: via poliol (Derylo et al.,
1998), via ativacdo de proteina quinase C (PKC) (Ayo et al.,, 1991), via produtos de
glicosilagdo nao enzimética (Brownlee et al., 1998) e via transforming growth factor beta 1
(TGF B1) (Shankland e Scholey, 1994). Diversos estudos apontam o TGF 1 como o
principal mediador de acimulo de matriz extracelular no diabetes (Shankland e Scholey,
1994; Sharma e Ziyadeh, 1995). O TGF B1 é uma citocina pleiotrépica, com agdes
autdcrina e pardcrina, que faz parte da superfamilia do transforming growth factor f, da
qual fazem parte os peptideos TGF B1, B2 e B3, e tem sido apontada como a principal
citocina pro-fibrética na patogénese da glomeruesclerose diabética (Massague e
Chen, 2000; Bottinger e Bitzer, 2002). Este pode estar numa forma solidvel ou ligado a
peptideos presentes na matriz extracelular. Comumente o TGF B1 se encontra sob a forma
de homodimero, ligado a um peptideo “latency-associated”. Quando associado ao peptideo
tem pobre afinidade de ligacdo ao seu receptor na membrana celular. Situagdes como
ambiente rico em glicose aumentam a expressdao de trombospodina-1 e/ou plasmina,
peptideos envolvidos na “ativacdo” do TGF B1 por quebrar a ligacdo do TGF B1 com o
peptideo “latency-associated” (Bottinger e Bitzer, 2002; Yevdokimova et al., 2001). Apds
“ativacdo”, o TGF B1 se liga ao receptor de membrana celular tipo II do TGF  que é
fosforilado e ativa o receptor tipo I. Este complexo TGF 1 e receptores inicia uma cascata
de sinalizacdo intracelular via SMAD (proteinas de sinalizag¢do intracelular), SMADs 2, 3
sdo fosforiladas se ligam a SMAD 4, formam um complexo que alcanga o nucleo da célula
e entdo regulam a expressdo de genes co-ativadores (MSGI1, P/CAF) e co-repressores
(SKI, SnoN, TGIF) modificando a transcricdo génica do préprio TGF B1 e de outras
proteinas, como a fibronectina (Bottinger e Bitzer, 2002). Este mecanismo tem sido
considerado o principal mecanismo fisiopatogénico induzido pelo TGF 1 no rim
(Bottinger e Bitzer, 2002). Embora o TGF 1 tenha emergido como mediador central no
eixo de sinalizacdo e producdo de matriz extracelular, tem se tornado claro recentemente

que o TGF 1 participa como importante regulador de proliferacio e diferenciacao
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celulares, apoptose, remodelacdo extracelular e resposta imune, dependendo do contexto
fisiolégico (Bottinger e Bitzer, 2002). Enquanto expansdo de matriz mesangial e intersticial
podem resultar de ativagdo direta da rede de sinalizacdo do TGF 3 em células mesangiais e
miofibroblastos, a cascata de sinalizacio do TGF [ pode ainda iniciar efetores
pré-apoptéticos em diversas células renais (Schiffer et al., 2001; Schuster et al., 2002)
inclusive poddcitos, resultando em deplecao podocitaria, a qual foi demonstrada preceder a
glomeruloesclerose diabética (Coimbra et al., 2000), e transdiferenciacdo -epitélio-
mesenquimal, a qual tem sido implicada no acimulo de miofibroblastos e atrofia tubular,

fatores que contribuem para a fibrose renal (Zeisberg et al., 2003).

Expansao de matriz mesangial e espessamento de membrana basal glomerular
na ND podem ser devido ao aumento no actimulo de proteinas normalmente presentes
nestas estruturas, a deposi¢ao de proteinas que normalmente ndo estdo presentes ou ambos
(Mason e Wahab, 2003). Aumento na sintese de coldgeno, laminina e fibronectina t€ém sido
demonstrados em modelos humanos e experimentais de ND (Mason e Wahab, 2003), além
disso, o TGF B1 tem sido apontado como o principal mediador do aumento destas proteinas
de matriz extracelular na ND (Massague e Chen, 2000; Bottinger e Bitzer, 2002). Estudos
in vitro fornecem evidéncia que ambiente rico em glicose aumenta a expressdo de TGF 1
(OH et al, 1998), posteriormente Baricos e colaboradores (1999) demonstraram que o TGF
B € um potente inibidor de degradacdo de matriz extracelular, por reduzir a atividade de
metaloproteinases de matriz extracelular (Baricos et al, 1999). Producdo de TGF 1, assim
como seus receptores sdo encontrados em células renais expostas ao aumento de glicose
mimetizando o DM (Bottinger e Bitzer, 2002; Kang et al., 2000; Yamamoto et al., 1996).
Niveis de proteina e RNA mensageiro de TGF B1 estao aumentados em ratos diabéticos, o
mesmo sendo encontrado em glomérulos de pacientes com ND (Yamamoto et al., 1993).
Pacientes portadores de DM tipo 2 tem niveis de excrec¢do urindria de TGF 1 aumentada
(Sharma et al., 1997). Camundongos com DM induzido por estreptozotocina tem atenuagao
da hipertrofia glomerular e reducdo dos niveis de RNA mensageiro de TGF B1 quando estes
ratos sdo submetidos a tratamento com anticorpo anti-TGF B1 (Sharma et al., 1996). Além
disso, camundongos db/db tratados com anticorpo anti-TGF [ apresentam reducdo na
expressdo glomerular de fibronectina (Ziyadeh et al., 2000). Ratos heterozigotos para o

receptor tipo II do TGF B (TGF B IIR), apresentando expressdo reduzida para o TGF 3 IIR,
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e diabéticos por estreptozotocina apresentam atenuagdo na expressao de proteinas de matriz
extracelular (Kim et al., 2004). Portanto, o TGF B1 surge como o principal candidato como

mediador do aumento renal de fibronectina.

A fibronectina € uma proteina envolvida em muitos processos celulares
incluindo reparo tecidual, coagulacdo sanguinea, migracdo e adesdo celulares.
A fibronectina existe sob duas formas principais: dimero glicoproteico insolivel, que serve
como ligacdo na matriz extracelular, a qual é proveniente de fibroblastos, células
endoteliais e macréfagos, e como ponte dissulfeto presente no plasma (Baron et al., 1990;
Potts e Campbell, 1994; Potts ¢ Campbell, 1996). No glomérulo renal, a fibronectina, o
maior componente glicoproteico da matriz extracelular, ¢ mais abundante na matriz
mesangial, especialmente na interface entre células mesangiais e endoteliais, porém,
também esta presente na membrana basal glomerular, sobretudo nas laminas rara interna e
externa (Courtoy et al., 1990). Evidéncias em humanos e modelos experimentais sugerem
que o acumulo renal de fibronectina pode ser marcador de ND (Dixon et al., 1980; Ziyadeh
et al., 2000). Diversos estudos demonstram que a hiperglicemia aumenta a expressao renal
de fibronectina tanto in vivo (Ziyadeh et al., 2000; Righetti et al., 2001) como in vitro
(Oh et al., 1998; Ayo et al., 1990). Em camundongos com predisposi¢do genética ao DM, a
hiperglicemia € seguida de aumento na expressao renal de fibronectina (Ayo et al., 1990).
Células mesangiais cultivadas em meio rico em glicose aumentam a produgdo de
fibronectina mediada pelo TGF B1 (Oh et al., 1998). Por outro lado, experimentos in vitro
que mimetizam o aumento da pressdo intra-glomerular in vivo, demonstram que células
mesangiais humanas em cultura expostas ao estresse mecanico (estiramento) aumentam a
producdo de fibronectina (Gruden et al., 2000). Este pode inclusive ser um dos mecanismos
envolvidos na esclerose glomerular secundaria ao distirbio hemodinamico. Em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) com predisposicdo ao acidente vascular cerebral
(SHR “stroke prone”), foi demonstrado aumento de fibronectina renal, em relacdo aos seus
controles os animais Wistar Kyoto (WKY), e o tratamento anti-hipertensivo por 12
semanas preveniu o aumento renal de fibronectina. Entretanto, neste estudo, esta alteragdao
foi demonstrada nos animais com 25 semanas de idade (Hamagushi et al., 2000). Dados
recentes de nosso laboratério sugerem que o aumento na expressao renal de fibronectina

pode representar um fendmeno precoce no desenvolvimento da nefropatia diabética
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associada a hipertensdo arterial (Righetti et al., 2001). Neste estudo ratos SHR tornados
diabéticos, com 4 semanas de vida, e estudados apds um periodo de 20 dias de DM,
apresentaram acumulo de fibronectina renal. Estes dados sugerem que em fase precoce,
ambos a hiperglicemia e a hipertensao arterial, sdo necessdrios para o acimulo precoce de
fibronectina nos glomérulos, uma vez que esta alteracdo ndo estava presente nos animais

WKY, com ou sem DM e nos SHR controle (Righetti et al., 2001).

Virios fatores tém sido implicados na progressdo da ND, tanto em pacientes
com DM tipo 1 como no DM tipo 2. O aumento da pressdo arterial é um fendmeno
freqiiente na ND (Hovind et al., 2001). Hipertensao arterial tem sido apontada como o
principal fator secundério associado a progressdao de doenga renal no DM (Rossing et al.,
1993; Parving et al., 1993). Uma relacdo estreita entre aumento de pressdo arterial e
reducdo no ritmo de filtracdo glomerular t€ém sido documentada em pacientes portadores de
DM tipo 1 e 2 (Rossing et al., 1993, Breyer et al., 1996; Yokoiama et al., 1997). Estudos
clinicos demonstram que o controle da pressdo arterial retarda a progressio da ND
manifesta (Parving et al., 1993). De forma semelhante ao que ocorre em humanos, no
diabetes experimental a presenca de hipertensdo arterial € um fator acelerador das lesdes
renais induzidas pela hiperglicemia (Cooper et al., 1988). Cooper e colaboradores (1988)
demonstraram que a nefropatia é mais grave nos ratos SHR diabéticos quando comparados
aos WKY (Cooper et al., 1988). Também em modelos animais tem sido observado que o

controle da pressdo arterial atenua a lesdo renal diabética (Cooper et al., 1990;

Cooper et al., 1992).

Estudos recentes em diferentes modelos animais demonstram interacdo entre a
angiotensina Il e o TGF B1 (Wu et al., 1997). Por exemplo, células mesangiais expostas a
angiotensina II apresentam um aumento na atividade do promoter do TGF B 1, estes efeitos,
inclusive, sdo semelhantes aqueles produzidos pelo meio rico em glicose
(Weigert et al., 2002). Ratos submetidos a nefrectomia subtotal o emprego de um inibidor
da enzima de conversdo da angiotensina I em angiotensina II (IECA), ramipril ou um
antagonista de receptor da angiotensina II tipo 1 (AT1), valsartan foram capazes de reduzir
a expressdo de RNAm para TGF B1 e atenuar as alteracdes funcionais e anatdmicas renais

(Wu et al., 1997). Resultados semelhantes foram obtidos em ratos com DM induzido por
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estreptozotocina (Rumble et al., 1998). Portanto, existe uma inter-relacdo entre o sistema
renina-angiotensina € o TGF B1 na patogénese da doenga renal progressiva, incluindo a

nefropatia diabética.

Diversos estudos tém sugerido que drogas que bloqueiam o sistema renina-
angiotensina (SRA), como os inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) e os
bloqueadores do receptor da angiotensina II tipo 1 (AT1), podem trazer efeito renoprotetor
adicional aqueles oferecidos por outros agentes anti-hipertensivos no tratamento da
hipertensdo na ND (Lewis et al., 1993, 2001; Brenner et al., 2001). Entretanto, na maioria
dos estudos a reducdo da pressdo arterial observada nos grupos que receberam drogas que
interferem com o SRA foi maior que a obtida nos grupos placebos, que receberam outras
classes de drogas anti-hipertensivas (Lewis et al., 1993; Lewis et al., 2001). No UKPDS 38
(1998), um estudo comparando pacientes diabéticos tipo 2 tratados controle intensivo da
pressdo arterial versus o controle menos intenso da pressdo arterial, o controle rigoroso da
pressdo arterial previniu em 37% o risco de doenga microvascular (Tight blood pressure...,
1998). No grupo com controle intensivo os pacientes foram divididos para receber
tratamento com captopril ou atenolol, uma comparacdo entre estes grupos nao demonstrou
beneficio especifico de uma classe de droga sobre outra (Efficacy of atenolol and
captopril..., 1998). Recentemente uma meta-andlise publicada por Casas e colaboradores
(2005) demonstrou que o efeito renoprotetor do IECA estd estreitamente relacionado a
queda da pressdo arterial, e conclui que “um efeito renoprotetor adicional a reducido da
pressdo arterial permanece por ser esclarecido” (Casas et al., 2005). Estudos em ratos SHR
com DM induzido por estreptozotocina nao se observaram diferencgas significativas entre
um IECA, e outras drogas anti-hipertensivas na atenuagao das lesdes renais induzidas pelo
DM, sendo os efeitos atribuidos apenas a reducdo da pressao arterial (Cooper et al., 1992).
Portanto, na ND, um efeito protetor adicional de drogas que bloqueiam o SRA,

independente da reducdo da pressao arterial permanece sob investigacao.

A patogénese da albumindria na ND ndo € totalmente esclarecida, porém o
glomérulo parece ter um papel central. A propriedade de exclusdo de macromoléculas foi
inicialmente atribuida 2 membrana basal glomerular, entretanto, mais recentemente, tem

sido demonstrado que o diafragma de fenda, estrutura formada entre os poddcitos, tem um
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papel central na regulacdo da permeseletividade glomerular. Experimentos de mais de 25
anos atrds em ratos diabéticos ja descreviam alargamento do processo podocitario
(Steffes et al., 1980), um achado posteriormente confirmado em pacientes portadores de
DM tipo 1 e nefropatia diabética (Ellis et al., 1987). Estudos posteriores associaram um
aumento na extensdo do processo podocitdrio, em pacientes portadores de DM tipo 1, e
microalbumindria. Neste estudo a excrecao urindria de albumina se correlacionava
diretamente com a largura do poddcito (Berg et al., 1998). Além disso, o nimero e a
densidade de poddcitos tém sido reportados estarem reduzidos em pacientes portadores de
DM tipo 1 e tipo 2 (Steffes et al., 2001; Pastalunan et al., 1997; White et al., 2002; Dalla
Vestra et al., 2003). Estudos procurando investigar alteracdes precoces na nefropatia
diabética, tém demonstrado anormalidades nestes poddcitos, mais precisamente na
expressdo de proteinas especificas do poddcito. Os poddcitos se ligam a outros poddcitos
através de interdigitacdes, e sdo separados por estreitos espacos (30-40nm), formando poros
chamados diafragma de fenda. Estudos recentes t€ém sugerido que a nefrina, uma proteina
transmembrana encontrada nos poddcitos, possui uma larga por¢do extracelular, e um
arranjo em forma de “ziper” através da associacdo de suas prdprias moléculas, e €
responsavel pela formacdo da estrutura do diafragma de fenda. Esta estrutura anatdmica
estd envolvida na manutengdo da permeseletividade glomerular e, portanto, relacionada a
albumintria presente na ND (Kawachi et al., 2000; Wolf et al., 2005). A descri¢ao inicial
da reducgdo na expressdo glomerular de nefrina na ND provém de estudos em bidpsia renal
de pacientes diabéticos (Koop et al., 2003; Benigni et al., 2004). Diversos estudos tém
demonstrado reducdo na expressdo glomerular de nefrina em modelos animais de
hipertensdo, diabetes além da associacdo de hipertensdo e diabetes (Forbes et al., 2002;
Bonnet et al 2002; Blanco et al., 2005). Bonnet e colaboradores (2002) demonstraram
reducdo da expressdo glomerular de nefrina nos animais SHR quando comparados com
seus controles WKY, neste estudo esta diferenca ja se encontrava presente a partir de 3
semanas de vida. Nos estudos com animais SHR tornados diabéticos a demonstracdo de
redugdo da nefrina estava presente apenas apds um longo periodo de diabetes, a partir de 16
semanas de DM (Bonnet et al., 2002). Dados de nosso laboratério demonstram que animais
SHR diabéticos apresentam aumento na excrecio urindria de albumina precocemente, mais

precisamente animais com cerca de 7 semanas de vida, apds um periodo de DM de 20 dias
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(Righetti et al., 2001). Uma pergunta que surge a partir desses dados € quais os fatores
envolvidos no aumento da EUA nestes animais SHR diabéticos, mais precisamente qual a
participacao da nefrina. Além disso, ndo ha estudos sobre a expressdo de nefrina em curto
periodo de diabetes, tal como 20 dias, bem como o efeito da prevencdo da hipertensao

arterial sobre a expressdo da nefrina.

Portanto, neste modelo animal, que combina hipertensdo arterial genética e
diabetes mellitus, o0 mediador no acimulo renal de fibronectina, o papel das proteinas
inibidoras do ciclo celular, a expressao renal de nefrina, bem como o efeito do tratamento

anti-hipertensivo sobre estas anormalidades permanecem por serem esclarecidas.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Investigar a contribuicdo da hipertensdo arterial para a expressao

glomerular de nefrina de ratos diabéticos geneticamente hipertensos.

2.2- Avaliar os efeitos da inducdo do diabetes mellitus na morfologia
glomerular, replicacdo celular e proteinas reguladoras do ciclo celular em

ratos jovens geneticamente hipertensos.

2.3- Testar os efeitos da prevencdo do desenvolvimento da hipertensdo arterial
com drogas que interferem ou ndo com o sistema renina-angiotensina nos

eventos acima mencionados.
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3- MATERIAL E
METODOS
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3.1- Animais

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR), acrescidos no
protocolo 2 de seus controles geneticamente normotensos, ratos Wistar Kyoto (WKY),
machos, com 4 semanas de idade, derivados de animais fornecidos pela Taconic
(Germantow NY, USA) e criados no biotério central da UNICAMP de acordo com as
normas para o cuidado e uso de animais da Colégio Brasileiro para Experimentacao Animal
(COBEA). O protocolo foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimenta¢io Animal da
Universidade Estadual de Campinas (protocolo n°® 365-1). Os ratos SHR se caracterizam
por um periodo de normotensdo durante as 4 primeiras semanas de vida, seguido do
desenvolvimento de hipertensdo em 100% dos animais até 12 semanas de idade

(Okamoto et al., 1966).

3.2- Inducao do Diabetes Mellitus

A inducdo do diabetes mellitus foi realizada nos ratos ap6s um periodo de jejum
noturno (8-12 horas), através da inje¢do de streptozotocina (Sigma, St. Louis, MO, USA)
na dose de 60 mg/kg de peso corporal dissolvida em 0,5 ml de solucdo de tampao citrato
pH 4.5, na veia caudal de animais anestesiados. Apds a administracdo da estreptozotocina
(STZ) os animais permaneciam em jejum por mais 2 horas. Os animais do grupo controle

receberam inje¢do endovenosa apenas de tampao citrato.
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3.3- Protocolo 1

e

Controle

(tampéio citrato)

SHR C

Animais
4 semanas

N

DM

(estreptozotocina)

|

(Glicemia >270 mg%)

SHR SHRDM SHR DM
DM + TRI + CAP

v
SHR DM
+ I10S

Saciificio apé6s 20 dias
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3.4- Protocolo 2

Controle
(tampao citrato)

l

WKYC SHR C

Animais
4 semanas

DM
(streptozotocina)

i (Glicemia > 270 mg%)

WKY SHR SHR DM
DM DM + TRI

SHR DM SHR DM
+ CAP + 108

Sacrificio apés 20 dias

3.5- Confirmacao do diabetes mellitus e randomizacdo para tratamento anti-

hipertensivo

Quarenta e oito horas apds a inje¢do da STZ, foi confirmada a presenca do DM

através da determinagdo da glicemia estando os animais em jejum por 4 horas. Foram

considerados diabéticos os ratos com glicemia superior a 270 mg/dl. Nos grupos SHR

submetidos a tratamento, 48 horas apds inducdo do diabetes os ratos foram randomizados

para receberem: esquema triplice [hidralazina (Sigma) 150 mg/l, hidroclorotiazida (Sigma)

50 mg/l e reserpina (Sigma) 4 mg/l, SHR+TRI] ou inibidor da enzima conversora de
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angiotensina [captopril (Bristol-Meyers Squibb Brasil S/A, Sao Paulo, Brasil) 300 mg/l,
SHR+CAP] ou antagonista do receptor tipo 1 da angiotensina II [losartan (Merk Sharp &
Dome Farmacéutica Ltda, Sao Paulo, Brasil) 200 mg/l, SHR+LOS], através da dilui¢do
destas drogas em dgua de torneira, onde os animais t€m livre acesso através de bebedouros.
As doses de anti-hipertensivos determinadas a partir do volume didrio de dgua ingerido foi
de: captopril 100 mg/kg, losartan 67 mg/kg, hidralazina 50 mg/kg, reserpina 1.3 mg/kg e
hidroclorotiazida 17 mg/kg. Dados de nosso laboratorio demonstram que estas drogas, e
nessas doses, sdo capazes de normalizar a pressdo arterial de ratos SHR (Pavan et al., 2003;
Lehfeld et al., 2004). A glicemia foi também determinada na semana de sacrificio, para
confirmacdo de que os animais permaneciam diabéticos. No protocolo 2, animais WKY

controle e diabéticos foram incluidos conforme descri¢cao anterior.

3.6- Glicemia

A glicemia foi realizada estando os animais em jejum por 4 horas, na semana
de sacrificio, para confirmacdo que os mesmos permaneceram diabéticos, bem como
avaliar o efeito da administracdo das diversas drogas anti-hipertensivas sobre a glicemia.
Os ratos foram anestesiados, € o sangue obtido a partir da cauda dos ratos foi colocado em
tubo heparinizado, posteriormente centrifugado, e o plasma utilizado na determinacdo da
glicemia através método enzimatico-colorimétrico (GOD-PAP, Merk, Darmstadt,
Alemanha). Resumidamente 10 pl das amostras, do padrao (100 mg%) e dos controles com
alta (380 mg%) e baixa (60 mg%) concentracdo de glicose, previamente determinados,
foram adicionados a 1,25 ml do reagente de cor, em seguida homogeneizados e incubados
em banho-maria a 37°C durante 15 minutos, efetuando-se a leitura em espectofotometro em
comprimento de onda de 505 nm, de acordo com as instrucdes do fornecedor. Todas as

amostras foram analisadas em duplicata.
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3.7- Pressao Arterial e determinacao do peso corpdreo

A pressdo arterial sistlica foi obtida na cauda dos ratos, utilizando-se
pletismégrafo (Narco Bio System, Huoston, TX, USA). Os animais foram aquecidos a
39°C, por um periodo de cerca de 10 minutos, antes da medida da pressao arterial. Durante
a medida da pressdo arterial os ratos estdo dispostos num contentor sobre uma placa
aquecida que mantém a temperatura corporal em 37°C. Foram realizadas pelo menos 5
medidas de pressdo arterial consideradas satisfatorias e o resultado expresso como média
aritmética destes valores. O peso e a pressdo arterial foram determinados nos ratos com 4

semanas, portanto pré-inducao do diabetes, e pré-sacrificio.

3.8- Coleta de urina e determinacao de albumindria

Na semana do sacrificio os ratos foram colocados em gaiolas metabdlicas
individuais, com acesso a racao levemente hidratada e 4gua de torneira por um periodo de
24 horas. A urina foi coletada em provetas, e apds o término da coleta o volume urindrio foi
determinado. Cerca de 10 ml da amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos e

aliquotada a -20°C para posterior determinacio da albumindria.

A albumindria foi determinada através do método de imunodifusdo radial
simples (Mancini e Carbonaro, 1965), como anteriormente descrito por nosso laboratério
(Righetti et al., 2001; Pavan et al., 2003). Aliquotas de 10 pl de urina foram adicionadas a
pequenos pocos em um gel de agarose 1% e polietilenoglicol 3% contendo anticorpo
policlonal anti-albumina de rato (Cappel, ICN, Aurora, Ohio) numa concentracdo
conhecida (1:400). A leitura dos halos foi realizada 72 horas apds a colocac¢do da urina nas
placas. A partir de uma curva padrdo realizada no mesmo gel, com albumina de rato em
concentracdo conhecida, a concentracdo de albumina foi determinada em pg por ml. O
valor obtido foi multiplicado pelo volume urindrio nas 24 horas, obtendo-se o valor da

excrecdo urindria de albumina (EUA) em pg por 24 horas.
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3.9- Isolamento de glomérulos

Para isolar os glomérulos os ratos foram anestesiados, procedeu-se a
laparotomia, os rins foram extraidos e decapsulados, € o rim esquerdo foi pesado. Os rins
foram cortados sagitalmente e a camada cortical separada da medular. O coértex foi
seccionado em pedagos de aproximadamente 2 mm e mergulhado em solugdo preservadora
de Hanks (Gibco, Grand Island, NY). O tecido renal coletado de 3-4 ratos foi submetido a
passagem por peneiras de aco inox (W. Tyler, Mentor, OH) com poros de tamanho
decrescente 250, 125 e 63um respectivamente, € nesta dltima peneira ficam retidos os
glomérulos, conforme anteriormente descrito (Krakower e Greenspoon, 1954; Silveira et
al., 2002). A preparacgdo final continha mais de 95% de glomérulos confirmado apds exame
em microscopia de fase. O material imerso em solucdo de Hanks (Gibco), foi centrifugado
por duas vezes em 1500 rpm, a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado, e o
material sedimentado foi submetido a lise por ultra-som, por cerca de 10 segundos, na
presenca de uma solucdo tampao (SDS 2% e Tris-HCl 60 mmol pH 6,8) acrescida de
inibidores de proteases (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN, USA) contendo:
antipaina, quemostatina, leupeptina, bestatina, pepstatina, fosforamidona, aprotinina,
EDTA) (Wolf et al., 1999). O material foi novamente centrifugado a 9000 rpm por 10
minutos a 15°C e o sobrenadante separado. Uma aliquota de 10 pl foi retirada para
quantificacdo de proteina. Ao sobrenadante foi adicionado tampdo Laemmli (glicerol 5%,
azul de bromofenol 0,03% e 10 mmol de dithiothreitol) no mesmo volume (Laemmli,
1970). O material foi aquecido por 5 minutos em dgua fervendo, resfriado, aliquotado e
armazenado a -80°C. A quantificacdo de proteina foi realizada através do método de

Bradford (Bradford, 1976), usando BSA como padrao.

3.10- Imunofluorescéncia

Para extracdo do tecido renal no estudo da fibronectina € necesséario que o rim
dos ratos seja perfundido para retirada da fibronectina presente no plasma (Righetti et al.,
2001). Para o procedimento, os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico a 3%,

na dose de 50 mg/kg intraperitonealmente, e posteriormente submetidos a laparotomia e
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disseccao dos grandes vasos da cavidade abdominal. Realiza-se entdo a introdu¢do de uma
canula na aorta abdominal abaixo da artéria renal, e uma ligadura da aorta acima da artéria
renal esquerda e abaixo da renal direita, procedendo-se entdo a perfusdo renal esquerda de
forma retrégrada. A perfusdo renal foi inicialmente realizada com solugdo fisiolégica a
0,9% seguida da solugdo fixadora “methacarn” (metanol 70%, cloroférmio 30% e acido
acetil acético glacial 10%). O sistema de perfusdo foi acoplado a um mandmetro de
mercurio, que permite a monitoragdo da pressao de perfusdo durante a infusdo das solugdes,
e € ajustado de acordo com a pressdo arterial previamente aferida do animal. Ao término da
perfusdo o rim € seccionado sagitalmente e permanece imerso em ‘“methacarn” por 24
horas, sendo posteriormente transferido para dlcool a 70% e em seguida incluido em
parafina. As laminas silanizadas foram desparafinizadas com xilol, passando por
concentracdes decrescentes de dlcool, foram lavadas em tampao fosfato (PBS) e imersas
em leite a 5% para bloqueio de ligacdes inespecificas por 1 hora, em seguida foram
incubadas “overnight” com o anticorpo primdrio anti-fibronectina de rato 1/50
(Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA, USA). Em seguida procedeu-se a lavagem em
tampao fosfato e incubagdo com o anticorpo secundério 1/50 (Sigma) conjugado com FITC
(isotiocianato de fluresceina). Os cortes foram lavados em PBS pH 7,4 (de 4 a 6 vezes) com
ajuda de pipeta Pasteur e as laminas montadas com Permafluor (Thermo Shandon,

Pittsburgh, USA).

Para avaliagdo da expressdao de nefrina, o rim direito foi retirado, € apds
remog¢ao cuidadosa da gordura peri-renal e da capsula, foi secionado longitudinalmente e
congelado com TFM (meio congelador de tecido) (Triangle Biomedical Sciences, Durhan,
N.C.) em gelo seco para formacdo de blocos. Estes foram cortados em criostato em
espessura de 6pm. Os cortes foram fixados em acetona a 4°C por 3 minutos, deixando-os
secar em temperatura ambiente (TA) por 30 minutos. Posteriormente, foram lavados com
tampao PBS pH 7.4. Bloqueio de ligacdes inespecificas foi realizado com 2% BSA em PBS
por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpo monoclonal
anti-nefrina (mAb) 5-1-6 (doagdo do Prof. Hiroshi Kawachi, Institute of Nephrology,
Nigata University School of Medicine) em diluicdo de 1:1000, na mesma solucdo de
bloqueio, por 30 minutos em camara Umida e escura, em TA. Os cortes foram novamente

lavados em PBS pH 7,4 e posteriormente, incubados com anticorpo secundario anti-mouse
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IgG conjugado com FITC (Amershan Biosciences, RU) em dilui¢do de 1:50 por 2 horas em
TA. Os cortes foram lavados em PBS pH 7,4 (de 4 a 6 vezes) com ajuda de pipeta Pasteur e
as laminas montadas com Permafluor (Thermo Shandon). Para o estudo da nefrina foram
também utilizados animais WKY controle e diabéticos com metodologia semelhante aos

animais SHR.

A leitura foi realizada em microscopio de imunofluorescéncia
(LEICA, DMLYS), imediatamente apds realizacdo dos experimentos. A andlise do material
foi realizada de forma semi-quantitativa em 50 e 30 glomérulos de cada animal, para
fibronectina e nefrina respectivamente, onde cada glomérulo recebia uma pontuacao a partir
de um “score” referente a intensidade de fluorescéncia (0= ausente, 1= fraco, 2= moderado,
3= forte e 4= muito forte) (Bao et al., 2003). Todos os experimentos foram quantificados

por um examinador que ndo conhecia os grupos que estavam sendo avaliados.

3.11- Western blot

Para a realizagdo do western blot foi utilizado um “pool” de proteinas extraido a
partir de glomérulos isolados dos rins de 3-4 animais. A partir de estudos pilotos foi
determinada a quantidade necessdria de proteina e a concentracdo dos anticorpos a serem
utilizados no estudo de cada proteina. As proteinas numa quantidade de 20-100ug
(conforme estudo piloto) foram aplicadas a um gel de SDS-poliacrilamida, de concentragdo
entre 8-15%, que contém duas fases, uma superior chamada de empilhamento, contendo
dgua destilada, tampao de empilhamento (EDTA 4 mM, SDS 2%, Trizma base 50 mM, pH
6,7), acrilamida 40%, TEMED (Gibco) e amoénio per sulfato (PSA) 10%, e uma fase
inferior, chamada fase de resolucdo constituida por dgua destilada, glicerol, tampao de
resolucdo (EDTA 4mM, SDS 2%, Trizma base 750 mM, pH 8.9), acrilamida 40%, TEMED
(Gibco) e PSA 10%. Apds a aplicacdo sobre o gel as proteinas foram submetidas a
eletroforese, com voltagem progressiva de 20-40 volts no gel de empilhamento e 40-120
volts no gel de resolucdo, utilizando-se o aparelho Mini-Protean II Dual Slab Cell
(Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA). Marcadores de peso molecular

(Amersham Biosciences) foram usados como “standard”. Ao final da eletroforese as
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proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad), por 2 horas,
com corrente constante de 200 mA, em tampao de transferéncia (50 mM Tris-HCI, pH 7.0,
380 mM glicina, 0,1% SDS e 20% metanol). Esta membrana foi entdo submetida a
incubacgdo, com leite desnatado a 5% em TBST (10 mM Tris HCI; 15 mM NaCl e Tween-
20) no protocolo da fibronectina e nefrina, albumina bovina sérica (BSA) 1% em TBST
para P21t po7¥iPt ¢ gelatina 1% para TGF B IR, por 12 horas a 4°C para bloqueio de
ligacdes inespecificas. Em seguida a membrana foi incubada com anticorpo monoclonal
anti-fibronectina de rato (Calbiochem, La Jolla, CA) na diluicio de 1:3000; anticorpo
anti-nefrina de rato (doacdo do Prof. Hiroshi Kawachi, Institute of Nephrology,
Nigata University School of Medicine), anticorpo anti-p27*"" (Transduction Laboratories,
Lexington, KY) na dilui¢ao de 1:1.000; anticorpo anti—p21Cip ! (Dako) na diluicao 1:3000 e
anticorpo anti-TGF B IIR (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) na dilui¢do 1:4000 na
mesma solucdo de bloqueio por uma hora em TA. Em seguida a membrana foi lavada e
posteriormente incubada com anticorpo secundério conjugado a HRP, de acordo com a

espécie do anticorpo primério, por uma hora em TA.

As bandas imunorreativas foram visualizadas por quimiluminescéncia
(SuperSignal TM CL-HRP Substrate System, Pierce, Rockford, IL). A intensidades das
bandas quantificadas por densitometria computadorizada (BIO-RAD Model GS 700
Imaging Densitometer). Coloragdo com Ponceau S foi realizada nas membranas para
confirmacao da uniformidade de concentracido de proteinas. Todos os experimentos foram

realizados pelo menos em duplicata.

3.12- Imunohistoquimica

A deteccdo de células em replicacdio foi realizada utilizando-se
imunohistoquimica para antigenos nucleares de proliferacdo celular (PCNA). As laminas
previamente silanizadas, foram desparafinizadas em xilol aquecido a 110°C, seguido de trés
lavagens em xilol TA e élcool em concentragdes decrescentes, a seguir realizou-se o
bloqueio de peroxidase enddgena com dgua oxigenada 3%. O anticorpo primario

anti-PCNA foi aplicado “overnight” na concentragdo de 1:150 (Santa Cruz, CA, USA),
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ap6s lavagem com PBS o tecido foi incubado com anticorpo secunddario biotinizado na
concentracdo 1:200, apds nova lavagem com solugdo tampdo, aplicou-se o complexo
avidina-biotina (ABC) (Vector) e em seguida adicionou-se o tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB Sigma). As laminas foram contracoradas com hematoxilina.
A contagem de células positivas foi realizada em 50 glomérulos e em 20 campos de grande
aumento na regido tubulo-intersticial em cada rato. A média de cada rato foi expressa em
nimero de células positivas por glomérulo e campo, respectivamente. Todos os
experimentos foram quantificados por um examinador que ndo conhecia os grupos que

estavam sendo avaliados.

3.13- Morfometria

As laminas foram coradas pelo PAS e observadas usando um microscopio
Leica DMLS (Leica, Bensheim, Germany). Os glomérulos foram analisados sob o aumento
de 1000 X. Um total de 20 glomérulos corticais, com incidéncia sobre o pdlo vascular, foi
fotografado de forma aleatéria em cada rato. Imagens dos glomérulos foram digitalizadas
com camera Canon Power Shot S60 (Canon Inc., Japan) conectados ao microscopio.
Andlise das imagens foi realizada com parametros fixos e a morfometria determinada
através de delineamento manual do perimetro do tufo capilar glomerular usando o
programa de dominio publico ImageJ (National Institutes of Health available

at http://rsb.info.nih.gov/ij). Os valores foram expressos como média aritmética dos 20

glomérulos de cada rato.

3.14- Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como médiatdesvio padrdo, exceto para
EUA a qual foi expressa como média geométrica e variancia. A EUA foi analisada apds
transformacgao logaritimica. Os dados foram analisados por ANOVA através do programa
Stat View (Power PC version 5.0, Statview, Berkeley, CA). Comparagdes entre grupos
foram realizadas através do teste de Fisher, sendo considerado estatisticamente significativo

um valor de p menor que 0,05.
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4- RESULTADOS
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4.1- Peso Corporeo

Ap6s a indugdo do DM houve um menor ganho de peso nos animais diabéticos
em relacdo aos animais controle. O tratamento anti-hipertensivo ndo modificou o

incremento de peso nos diferentes grupos de animais SHR diabéticos (tabelas 1 e 2).

4.2- Pressao arterial

A presenca do DM ndo alterou de forma significativa a pressdo arterial. O
tratamento anti-hipertensivo reduziu significativamente a pressdo arterial, € ndo houve

diferenca entre os diversos grupos tratados (tabelas 1 e 2).

4.3- Glicemia

A glicemia foi significativamente mais elevada nos grupo de animais diabéticos

e ndo foi modificada pelo tratamento anti-hipertensivo (tabelas 3 e 4).
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Tabela 1- Parametros fisioldgicos nos ratos estudados (Protocolo 1)

Peso inicial Peso sacrificio PAS-1 PAS-2
Grupo
(&) (&) (mmHg) (mmHg)
SC
7549 168+18 118+10 155+12
n=24
SD
76+11 108+28" 119+14 147+14™
n=30
TRI
78+12 97+16 119+7 11349
n=19
CAP
767 104424 11949 11516
n=25
LOS
74+12 106+23 116%15 108+12
n=20

SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético tratado com esquema triplice, CAP = SHR

diabético tratado com captopril, LOS = SHR diabético tratado com losartan.
PAS-1 pressdo arterial sist6lica inicial
PAS-2 pressao arterial sist6lica sacrificio

P<0.05 'SD vs. SC; *vs. Grupos tratados
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Tabela 2- Parametros fisioldgicos nos ratos estudados (Protocolo 2)

Peso inicial Peso sacrificio PAS-1 PAS-2
Grupo
€] (&) (mmHg) (mmHg)
wC
111+14 231+18 106+11 125412
n=13
WD
118+21 161+23* 109+9 126+14
n=13
SC
49+1 123+6 117+11 152+13
n=13
SD
50434 107£174 118+15% 147+14%
n=18
TRI
4743 103+14 115+16 108+10
n=13
CAP
50+7 95+16 120+7 113+19
n=15
LOS 103+14
5245 1168 112+10
n=14

WC= WKY controle, WD= WKY diabético, SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético
tratado com esquema triplice, CAP = SHR diabético tratado com captopril, LOS = SHR diabético tratado com

losartan.
PAS-1 pressdo arterial sist6lica inicial
PAS-2 pressdo arterial sistdlica sacrificio

P<0.05 'SD vs. SC; *SD vs. Grupos tratados; *WC vs. WD; ASD vs. WC e WD
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Tabela 3- Glicemia, diurese e albumintria dos animais estudados (Protocolo 1)

Glicemia Diurese
Grupo Albumindria (ug/24h)
(mg%) (ml/24h)
SC 186
116+28 28+8.6
n=24 (57-717)
SD 400"
513+57" 3548,0°
n=30 (111-501)
TRI 171
523487 36+5,8
n=19 (62-381)
CAP 210
506 101 38+4,3
n=25 (68-449)
LOS 190
521+118 39+5,0
n=20 (70-543)

SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético tratado com esquema triplice, CAP = SHR

diabético tratado com captopril, LOS = SHR diabético tratado com losartan.

P<0.05 "SD vs. SC; *vs. Grupos tratados
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Tabela 4- Glicemia, diurese e albumintria dos animais estudados (Protocolo 2)

Glicemia Diurese
Grupo Albumindria (ug/24h)
(mg%) (ml/24h)
wC
141+34 34+7.0 84 (62-141)
n=13
WD 263%*
521+44%* 53+10,0*
n=13 (78-1033)
SC
158
n=13 119+32 28+8.,6
(66-370)
SD . 416 T
403+72" 3548,0"
n=18 (341-479)
TRI 205
428+50 36+5,8
n=13 (90-381)
CAP 228
410454 37+4,3
n=15 (85-330)
LOS 182
423493 39+5,0
n=14 (69-449)

WC = WKY controle, WD= WKY diabético, SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético
tratado com esquema triplice, CAP = SHR diabético tratado com captopril, LOS = SHR diabético tratado com

losartan.

P<0.05 'SD vs. SC; SD vs. Grupos tratados; *WC vs. WD; ASD vs. WD
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4.4- Volume urindrio e excre¢ao urinaria de albumina

Os animais diabéticos apresentaram um aumento significativo do volume
urindrio (tabelas 3 e 4). A albuminuria aumentou de forma significativa no grupo de
animais diabéticos em relacdo aos seus respectivos controles, € o tratamento
anti-hipertensivo previniu o aumento na EUA, ndo havendo diferenca entre os diversos

tratamentos (tabelas 3 e 4).

4.5- Peso do rim

O peso do rim foi maior nos grupos de animais WKY em relacdo ao SHR, ndo
havendo diferenca entre os animais diabéticos e controle da mesma linhagem. Como existe
diferenca significativa no ganho de peso corpdreo entre os grupos de animais com diabetes
e aqueles sem diabetes, tem sido sugerido que o peso do rim seja corrigido pelo peso do
animal (Al Douahji et al., 1999; Awazu et al., 2003). Desta forma, quando o peso do rim €
corrigido pelo peso do rato, os animais SHR diabéticos apresentam tamanho renal
aumentado, entretanto a preven¢ao da hipertensao arterial nao modificou o peso do rim em

relagcdo aos animais SHR diabéticos (tabelas 5 e 6).
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Tabela 5- Peso do rim e razdo peso do rim/peso do animal (Protocolo 1)

Grupo Peso rim (g) Peso rim/Peso rato x 100
SC
0,68+0,12 0,4240,05
n=24
SD
0,6620,12 0,63+0,09"
n=30
TRI 0,60+0,15
0,62+0,08
n=19
CAP
n=25 0,72+0,12 0,69+0,09
LOS
0,70+0,13 0,69+0,01
n=20

SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético tratado com esquema triplice, CAP = SHR

diabético tratado com captopril, LOS = SHR diabético tratado com losartan.

P<0.05 'SD vs. SC.
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Tabela 6- Peso do rim e razdo peso do rim/peso do animal (Protocolo 2)

Grupo Peso rim (g) Peso rim/Peso rato x 100
wC
0,98+0,12 0,4240,04
n=13
WD
0,89+0,12 0,53£0,06*
n=13
SC
0,71£0,12 0,43+0,04
n=13
SD
0,6520,12 0,62+0,06™
n=18
TRI
0,70+0,14 0,69+0,13
n=13
CAP
0,7240,13 0,59+0,10
n=15
LOS
0,63+0,15 0,63+0,09
n=14

WC = WKY controle, WD= WKY diabético, SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético
tratado com esquema triplice, CAP = SHR diabético tratado com captopril, LOS = SHR diabético tratado com

losartan.

P<0.05 "SD vs. SC; *SD vs. Grupos tratados; *WC vs. WD; ASD vs. WD

4.6- Nefrina

A expressdo glomerular de nefrina foi avaliada por imunofluorescéncia e
Western Blot, e encontra-se reduzida de forma significativa nos animais SHR diabéticos. A
prevencdo da hipertensdo arterial foi capaz de impedir a redug@o na expressdao glomerular
de nefrina nos animais SHR diabéticos tratados com os diversos esquemas anti-
hipertensivos (figuras 1 e 2). Desta forma o tratamento anti-hipertensivo foi capaz de
bloquear a reducdo da nefrina que se correlaciona de forma inversa com o aumento na

albuminuria.
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Figura 1- Imunofluorescéncia para nefrina. Nefrina foi detectada nos glomérulos de ratos
WKY controle (WC) (n=4) (A), WKY diabéticos (WD) (n=4) (B), SHR
controle (SC) (n=4) (C), SHR diabéticos (SD) (n=4) (D), SHR diabéticos
tratados com terapia triplice (TRI) (n=5) (E), captopril (CAP) (n=5) (F) ou
losartan (LOS) (n=5) (G). Painel (H) mostra intensidade de fluorescéncia
(determinado como descrito nos métodos) para nefrina em ratos controle SHR
(SC), SHR diabéticos (SD), e SHR tratados com terapia triplice (TRI), captopril
(CAP) ou losartan (LOS). *p<0.005 comparado com os demais grupos.
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Figura 2- Expressao glomerular de nefrina nos ratos SHR. A. Western blot para nefrina em
glomérulos isolados. O experimento mostra 30 pg de lisado glomerular de ratos
WKY controle (WC) (n=4), WKY diabéticos (WD) (n=4), SHR controle (SC)
(n=4), SHR diabéticos (SD) (n=4), e SHR tratados com terapia triplice (TRI)
(n=3), captopril (CAP) (n=4) ou losartan (LOS) (n=4). Cada banda representa
um “pool” de 3-4 ratos. B. Andlise densitométrica da expressdo glomerular de
nefrina. As colunas representam média + desvio padrio. p<0.005 *SD
comparado com os grupos tratados, 'SD comparado com SC, *SC comparado

com os grupos WKY.
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4.5- Analise Morfométrica

A superficie glomerular foi significativamente maior no grupo SHR diabético.
A hipertrofia glomerular observada no grupo SHR diabético foi corrigida com a prevengao
da hipertensdo arterial. A prevencdo da hipertrofia glomerular foi independente da classe da
droga anti-hipertensiva utilizada (figura 3). Com intuito de determinar quais os mecanismos
envolvidos na hipertrofia glomerular nos animais SHR diabéticos, estudamos a expressao
das proteinas envolvidas no acimulo de matriz extracelular, fibronectina e TGF B1, além
das proteinas envolvidas na replicacdo celular e consequentemente na hipertrofia

glomerular p21P! e p27P!,

4.6- Sistema TGF B e Fibronectina

Como anteriormente demonstrado (Righetti et al., 2001) houve aumento
significativo na expressdo glomerular de fibronectina nos animais SHR diabéticos
(figuras 4 e 5). Com o intuito de determinar o mediador do aumento de fibronectina
estudamos o sistema TGF f, através do receptor TGF B IIR, o principal ligante da citocina
pro-fibrética TGF B1 (Bottinger e Bitzer, 2002). A expressio do TGF B IR foi
significativamente maior no grupo de animais SHR diabético, e foi corrigida com o
tratamento anti-hipertensivo em todos os grupos. Nao houve beneficio especifico de drogas
que interferem no SRA sobre o esquema triplice (figura 6). De forma semelhante o
tratamento anti-hipertensivo reduziu de forma significativa o acumulo precoce de

fibronectina (figuras 4 e 5).
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Figura 3- Superficie glomerular renal. A superficie glomerular foi determinada em umz de
20 glomérulos corticais de ratos SHR controle (SC) (n=3), SHR diabéticos (SD)
(n=3), e SHR tratados com terapia triplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=3)
ou losartan (LOS) (n=3). As colunas representam média + desvio padrao.

#p<0,005 comparado com os demais grupos.
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Figura 4- Imunofluorescéncia para fibronectina. Fibronectina foi detectada nos glomérulos
de ratos SHR controle (SC) (n=4) (A), SHR diabéticos (SD) (n=4) (B), SHR
diabéticos tratados com terapia triplice (TRI) (n=3) (C), captopril (CAP) (n=4)
(D) ou losartan (LOS) (n=4) (E). Painel (F) mostra intensidade de fluorescéncia
(determinado como descrito nos métodos) para fibronectina em ratos controle
SHR (SC), SHR diabéticos (SD), e SHR tratados com terapia triplice (TRI),
captopril (CAP) ou losartan (LOS). *p<0,005 comparado com os demais grupos.
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Figura 5- Expressio de fibronectina no rim de ratos SHR. A. Western Blot para
fibronectina nos glomérulos lisados. O experimento mostra 20 ug de lisado
glomerular de ratos SHR controle (SC) (n=4), SHR diabéticos (SD) (n=4), e
SHR tratados com terapia triplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=4) ou
losartan (LOS) (n=4). Cada banda representa um “pool” de 3-4 ratos. B.
Andlise densitométrica dos niveis de fibronectina glomerular. As colunas
representam média + desvio padrdo. *p<0,005 comparado com os demais

grupos.
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Figura 6- Expressdao de TGF f IIR no rim de ratos SHR. A. Western Blot para TGF B IIR

nos glomérulos lisados. O experimento mostra 80 ug de lisado glomerular de
ratos SHR controle (SC) (n=4), SHR diabéticos (SD) (n=4), e SHR tratados com
terapia triplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=4) ou losartan (LOS) (n=4).

Cada banda representa um “pool” de 3-4 ratos. B. Andlise densitométrica dos

niveis de TGF B IIR glomerular. As colunas representam média + desvio padrao.

#p<0.005 SD comparado com os demais grupos; 'p=0,01 CAP comparado ao

SC.
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4.7- Replicaciio Celular, P21°"! e P27"*!

A inducdo do diabetes reduziu significativamente a replicacdo celular avaliada
pelo PCNA no grupo de animais SHR diabéticos, tanto no glomérulo como na regido
tibulo-intersticial. A replicagdo celular glomerular foi restaurada nos animais SHR
diabéticos tratados com os diversos anti-hipertensivos (figura 7), entretanto na regiao
tibulo-intersticial o tratatamento anti-hipertensivo nao foi capaz de restaurar a replicacao

celular a valores semelhantes ao grupo SHR controle.

Para investigar o potencial papel das proteinas reguladoras do ciclo celular na
reducdo da replicacio glomerular, estudamos a expressdo das ciclinas p21“?' e p27“P!,
Apenas a expressdo da ciclina p27""' encontrava-se elevada no grupo SHR diabético,
porém o controle da pressdo arterial ndo foi capaz de corrigir este aumento na expressao do
p27"P! (figura 8). A expressio do p21' encontrava-se reduzida nos animais diabéticos e

nao foi modificada pelo tratamento anti-hipertensivo (figura 9).
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Figura 7- Imunohistoquimica para identificacdo de células positivas para PC10 em cortes
renais. Células renais replicantes reagindo com o anticorpo PC10 (PCNA) foram
detectadas em SHR controle (SC) (n=6) (A), SHR diabético (SD) (n=5) (B), e
SHR tratados com terapia triplice (TRI) (n=3) (C), captopril (CAP) (n=4) (D) ou
losartan (LOS) (n=4) (E). F. Numero de células em replicagdo por glomérulo.
Células positivas foram contadas em 50 glomérulos de cada rato. As colunas

representam a média+desvio padrdo. *p<0,05 comparado com o grupo SC.
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Figura 8- Expressdao de p27

no rim de ratos SHR. A. Western Blot para p27

kipl nos

glomérulos lisados. O experimento mostra 30 ug de lisado glomerular de ratos
SHR controle (SC) (n=4), SHR diabéticos (SD) (n=4), ¢ SHR tratados com
terapia triplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=5) ou losartan (LOS) (n=3).

Cada banda representa um “pool” de 3-4 ratos. B. Andlise densitométrica dos

niveis de p27

kipl

glomerular. As colunas representam média + desvio padrdo.

#p=0,008 comparado com o grupo SC, Tp<0,05 comparado com o grupo SC.
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Figura 9- Expressio de p21°?' no rim de ratos SHR. A. Western Blot para p21°P' nos
glomérulos lisados. O experimento mostra 60 ug de lisado glomerular de ratos
SHR controle (SC) (n=4), SHR diabéticos (SD) (n=4), ¢ SHR tratados com
terapia triplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=4) ou losartan (LOS) (n=4).
Cada banda representa um “pool” de 3-4 ratos. B. Andlise densitométrica dos
1cip!

niveis de p2 glomerular. As colunas representam média + desvio padrdo.

#p<0,005 comparado com o grupo SC.
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Em pacientes com DM e em modelos de ND experimental a presenca de
hipertensao arterial € um importante acelerador de ND (Cooper et al., 1988; Parving et al.,
1993; Pavan et al., 2003; Lehfeld et al., 2004). O modelo experimental utilizado no
presente estudo, ratos espotaneamente hipertensos com DM induzido por estreptozotocina,
combina duas caracteristicas fundamentais da doenga renal secundaria ao DM, o ambiente
hiperglicémico e a hipertensdo arterial. Tem sido demonstrado que este modelo apresenta
muitas caracteristicas semelhantes a lesdo renal diabética encontrada em humanos
(Steffes et al., 1994), incluindo albumintria progressiva com subseqiiente desenvolvimento
de proteindria, espessamento de membrana basal e expansio de matriz mesangial
(Cooper et al., 1988). Nosso estudo demonstra a importidncia da hipertensdo arterial
genética em alteracOes fisiopatoldgicas precoces da ND. Além disso, demonstramos o
beneficio da prevencdo do desenvolvimento de hipertensdo arterial neste modelo
experimental de ND. No nosso modelo a prevengdo das lesdes renais foram independentes

da droga anti-hipertensiva interferir ou nao no SRA.

Hipertrofia glomerular € uma caracteristica andtomo-patolégica marcante da
ND (Osterby e Gundersen, 1975; Osterby et al., 1987). Esta € resultado do espessamento da
membrana basal, associado a hipertrofia de células mesangiais e expansdo do mesangio
glomerular. A interrupcdo de progressdao do ciclo celular, com conseqiiente aumento na
sintese protéica sem replicacdo celular leva a hipertrofia de células mesangiais € aumento
de matriz extracelular (Hirose et al., 1982; Wolf et al., 2001). Dados de nosso laboratério,
sugerem, que o aumento na expressdo renal de fibronectina pode representar um fenomeno
precoce no desenvolvimento da nefropatia diabética associada a hipertensdo arterial
(Righetti et al., 2001). Combinados com defeitos hemodinamicos, hipertensdo arterial e/ou
hipertensdo glomerular, podem desencadear esclerose glomerular, modificar a filtracdo
glomerular e levar a proteindria, resultando em insuficiéncia renal (Rossing et al., 1993;
Hirose et al., 1982; Wolf et al., 2001). Nosso estudo demonstrou que a prevengdo da
hipertensao arterial pode impedir a hipertrofia glomerular, restaurar a redu¢do na replicagao
celular e impedir o acimulo precoce de fibronectina glomerulares. Portanto, uma
intervengdo precoce na pressdo arterial pode prevenir o inicio da glomeruloesclerose
diabética, e mais, este efeito foi independente da classe de droga anti-hipertensiva utilizada,

haja vista nao haver nenhum efeito benéfico adicional com drogas que interferem no SRA.
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A hipertrofia renal tem sido descrita precocemente na ND experimental, onde
ratos BB diabéticos apresentam hipertrofia renal 3 dias apds o diagndstico do diabetes
(Sharma e Ziyadeh, 1994). Além disso, o tratamento anti-hipertensivo tem se mostrado
capaz de prevenir a hipertrofia renal em modelos de ND (Cooper et al., 1990; Wolf et al.,
1999). Aumento de massa renal € resultante de aumento de volume glomerular e
principalmente de aumento da massa tubular renal (Seyer-Hansen et al., 1980). Interessante
notar que no presente estudo o aumento do peso do rim nos animais diabéticos foi
acompanhado por redugdo de replicacdo na regido tubulo-intersticial, entretanto no nosso
estudo o efeito de prevencdo de hipertrofia esteve presente apenas na regido glomerular.
Provavelmente, este achado explica a auséncia de correcdo do peso do rim com a prevengao

da hipertensao arterial.

Albumindria € uma caracteristica marcante da ND (Estacio e Schrier, 2001).
A presencga de albuminuria tem sido apontada como um fator de risco independente para a
cardiopatia isquémica e aumento de mortalidade por doenga cardiovascular em pacientes
portadores de DM tipo 1 e 2 (Messent et al., 1992; Mattock et al., 1998). Além disso,
estudos experimentais em modelos animais, sugerem que a proteintria por si pode
contribuir para a lesdao glomerular (Remuzzi e Bertani, 1990). Pacientes portadores de DM
tipo 1 e proteintria apresentam pior progndstico renal, inclusive nas fases mais precoces da
ND (Rossing et al., 1993). No nosso modelo animal, a presenga de hipertensdo arterial e
diabetes mellitus aceleraram o aumento na albuminuria. Este ultimo foi prevenido pela

instituicao precoce do tratamento anti-hipertensivo.

Uma relacdo entre reducdo de expressdao de nefrina e aumento na albumintria
foi descrita em modelos animais e humanos de nefropatia diabética (Doublier et al., 2003;
Langhan et al., 2002). O mecanismo pelo qual a hiperglicemia leva a reducido da nefrina
nio é completamente esclarecido. Intervengdes farmacoldgicas em modelos animais
suportam a hipétese de que um aumento na atividade da angiotensina II pode estar
envolvida na lesdo podocitaria no diabetes experimental. De interesse, administracdo de
bloqueadores do receptor da angiotesina II tipo 1 ou inibidores da enzima conversora da
angiotensina atenuaram o alargamento do processo podocitdrio e restauraram a expressao

de nefrina em ratos diabéticos por estreptozotocina (Mifsud et al., 2001; Bonnet et al.,
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2001; Langhan et al., 2002). Vale ressaltar que recente estudo in vitro demonstrou aumento
na producio de angiotensina II em poddcitos apds estresse mecanico, o qual mimetiza o
efeito da hipertensdo arterial. Neste estudo a formagdo de angiotensina Il conseqiiente ao
estresse mecanico foi independente da enzima conversora da angiotensina (Durvasala et al.,
2004). No nosso estudo, a prevencao da hipertensao arterial foi capaz de impedir a redugao
da nefrina independente da droga interferir ou nao sobre o SRA. Nos estudos anteriores
onde o efeito de restabelecimento da nefrina foi atribuido a interferéncia sobre a
angiotensina Il os animais tratados com IECA ou ATI1 tinham pressdo inferior ao grupo
correspondente em estudo. De interesse, no estudo realizado por Bonnet e colaboradores
(2001) a pressao arterial no grupo tratado com irbesartan foi 36 mmHg menor que no grupo
controle (Bonnet et al., 2001). Desta forma, esta é a primeira demonstracao de que fatores
hemodinamicos (hipertensdo arterial) tém importancia crucial na regulacdo da expressao da
nefrina, de forma a se sobrepor aos efeitos da angiotensina II que ndo hemodindmicos.
Outro aspecto interessante € que a reducdo na albuminiria com o tratamento anti-
hipertensivo ocorreu independente da manuten¢do da hiperglicemia. Diversos estudos em
pacientes com ND demonstram que o controle pressorico € mais efetivo que o controle da
glicemia no tratamento da ND (Intensive blood-glucose control..., 1998), e ainda ndo ¢é
possivel excluir a possibilidade que ambas as anormalidades a hipertensdo arterial e a

hiperglicemia apresentem uma via de sinalizacao unica.

O TGF B1 tem sido implicado como o mediador comum final das principais
lesdes da ND (Ziyadeh et al., 1994), inclusive como o principal mediador implicado na
producdo de proteinas de matriz extracelular, dentre elas a fibronectina (Oh et al., 1998).
|Os fatores mediando aumento na expressdo de TGF B1 na ND provavelmente envolvem
hiperglicemia e/ou deficiéncia de insulina (Sharma e Ziyadeh, 1994), fatores
hemodinamicos intraglomerulares (Cortes et al., 1994), sistema renina-angiotensina
(Kagami et al., 1994), “insulin-like growth factor” e ativacdo de PKC (proteina cinase C)
(Koya e King, 1998). Células mesangiais submetidas a estresse por ‘“estiramento”
apresentam aumento na secrecdo e ativacdo de TGF B1, este mecanismo pode participar na
glomeruloesclerose que se segue a hipertensao no capilar glomerular (Riser et al., 1993).
No nosso trabalho a prevencdo do desenvolvimento da hipertensdao resultou na

normalizacdo da expressio do TGF B IIR bem como previniu o actimulo de

Discussdo

91



fibronectina. Aumento na expressao de TGF B1 no cértex renal tem sido descrito de forma
precoce, 24 horas apds o surgimento do diabetes, € este aumento precede o aumento na
expressdo de fibronectina (Shankland e Scholey, 1994, Oh et al., 1998).
Camundongos db/db (um modelo de diabetes mellitus tipo II) tratados intraperitonealmente
com anticorpo anti-TGF B1 tem reducao na concentragao sérica de TGF 1, na expansao de
matriz mesangial e principalmente ndo apresentam piora na filtracdo glomerular
(Ziyadeh et al., 2000). Interessante ressaltar que estes animais, apesar da
manuten¢do da proteinuria, apresentaram melhora na funcio renal. Este dltimo achado foi
confirmado por outros autores (Wolf et al., 2005), onde o bloqueio do TGF 1
protege a ND independente da proteindria, demonstrando que possivelmente
outros mediadores estdo envolvidos na determinacdo da proteiniria na ND.
Recentemente tem sido sugerido que o ‘“vascular endotelial growth factor”
pode ser a citocina envolvida na regulacio da permeseletividade glomerular

(Wolf et al., 2005).

Diversos estudos tém demonstrado que anormalidades na replicacdo celular
podem contribuir para o desenvolvimento da doenca renal no diabetes mellitus
(Shankland e Wolf, 2000). Em particular, elevacdo na expressdo de inibidores de CDK
p21°P! ¢ p27"P! parece ser critica para hipertrofia glomerular e desenvolvimento de
albumintria. Tanto a hipertrofia glomerular como a de células mesangiais, em
camundongos diabéticos por estreptozotocina, foram acompanhados por aumento nos
niveis de p21°P' (Kuan et al., 1998). Estudo subseqiiente demonstrou que camundongos
“knockout” para p21°P' e diabéticos por estreptozotocina ndo apresentavam hipertrofia
glomerular mesmo com aumento na expressdo de TGF [ (Al Douahji et al., 1999).
Em outro estudo realizado em cultura de células musculares lisas, foi demonstrado que o
uso de um “antisense” para p21°"' resultou numa inibicio de proteinas de matriz
extracelular, inclusive fibronectina (Weiss et al., 2002). Células mesangiais humanas em
cultura estimuladas com insulin growth factor-1 apresentam aumento na expressao de
p21°P! ¢ hipertrofia, e 4 adicdo de “antisense” para p21°?! foi capaz de atenuar a hipertrofia
de células mesangiais (Fan e Weiss, 2004). Recentemente, foi demonstrado que o
TGF B1 e produtos de glicosilagdo avangada, através do seu receptor (RAGE), convergem

em uma unica via de sinalizacdo, através de uma proteina de transcricio o STATS,
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levando a interrup¢do do ciclo celular através do p21°P'. Entretanto, o estimulo com
RAGE levando ao aumento na producdo de matriz extracelular era dependente do

TGF B1 quando avaliado pela expressdo do seu receptor TGF f IIR (Brizzi et al., 2004).

A participacdo da ciclina p27"*!

na hipertrofia renal foi inicialmente descrita
por Wolf e colaboradores em células tubulares estimuladas com angiotensina
(Wolf et al., 1996), posteriormente estes mesmos autores demonstraram que a hipertrofia de
células mesangiais de camundongo incubadas em meio rico em glicose requeria aumento na
expressao de p27kipl (Wolf et al.,, 1997). Camundongos db/db apresentam aumento na

expressdo de p27"P!

em relacdo aos seus controles db/+, e este efeito era reproduzido
quando as células provinientes de ambas as linhagens de camundongos eram expostas a
meio rico em glicose (Wolf et al., 1998). Awazu e colaboradores (2003) demonstraram que

camundongos diabéticos e “knockout” para p27"P!

apresentavam atenuac¢do na expansao
mesangial e hipertrofia glomerular e prevencdo do surgimento de albumindria (Awazu et
al., 2003). Recentemente foi demonstrado em camundongos que a dele¢do parcial do gene
do p27kipl € parcialmente protetor, e a delecdo completa foi capaz de atenuar as alteragdes
funcionais e estruturais na ND experimental, esta protecdo foi independente da presenca de
hiperglicemia (Wolf et al., 2005 b). O mecanismo protetor ndo estd totalmente esclarecido,
porém parece envolver mecanismos além de prevencdo de hipertrofia renal causada por
interrup¢do do ciclo celular, bem como alteracdes sobre migracdo celular e transi¢do

epitélio-mesenquimal, a qual tem sido recentemente reportada como tendo papel

fundamental no desenvolvimento de fibrose (Steffes et al., 1992; Wolf et al., 2005b).

Uma participacdo da angiotensina II na hipertrofia celular induzida por alta

kipl

glicose e mediada por p27™" tem sido demonstrada. Em trabalho anteriormente citado,

kipl

Wolf e Stahl demonstraram que expressao de p27 " estava aumentada no tibulo proximal

de células estimuladas com angiotensina II e que a adi¢do de um “antisense” de p27“"'
impedia a hipertrofia mediada por angiotensina II (Wolf et al., 1998). Posteriormente, Wolf
e colaboradores (1999), num modelo de ratos BBdp, demonstraram que apds o inicio do
diabetes os animais apresentavam aumento da expressdo de pl6™ ", p27kipl e p21°ip1, e o
tratamento com IECA (enalapril) por 3 semanas, foi capaz de normalizar apenas a

expressdo das ciclinas p16 ™* e p27 P! (Wolf et al., 1999). Recentemente foi demonstrado
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que poddcitos cultivados em meio rico em glicose apresentam aumento na expressao de
p27kipl e hipertrofia celular, e o tratamento com um bloqueador do receptor tipo 1 da
angiotensina Il restaurou os niveis de p27kipl e preveniu a hipertrofia celular
(Xu et al., 2005). Entretanto, neste tltimo estudo os animais ndo apresentavam hipertensao
arterial. Nossos resultados confirmam os resultados anteriores. Além disso, na presenca de
hipertensao arterial, o efeito de bloqueio de progressdo no ciclo celular com conseqiiente
hipertrofia glomerular pode ser prevenido com o controle rigoroso e precoce da pressao
arterial, independe do tratamento anti-hipertensivo interferir ou ndo com a angiotensina II.
Esta € a primeira demonstracdo in vivo de que a prevencdo da hipertensdo arterial é capaz

de restaurar a replicacdo celular renal.

Dados iniciais de uma participacdo do TGF P na regulacio do ciclo celular foi
inicialmente descrito por Wolf e colaboradores em 1992. Neste estudo a adi¢do de glicose
foi acompanhada por aumento de proliferacio de células mesangiais e revertida com a
adicilo de TGF B (Wolf et al.,, 1992). Posteriormente, Poliak e colaboradores
(1994) demonstraram em células epiteliais de furdo que o TGF f1 interrompia
o ciclo celular na fase Gl e que esta interrup¢do era acompanhada por
aumento na expressdo de p27°?' (Poliak et al., 1994). Estudo em células mesangiais de
humanos demonstrou que a adicdo de CTGF, uma citocina multifuncional,
levou a interrupcdo do ciclo celular na fase G1, acompanhado de aumento na expressao
de pI15s™4 p27P! ¢ p219?! ¢ ainda o CTGF era o mediador dos efeitos
anti-proliferativos do TGF 1 (Wahab et al., 2002). Além disso, Monkawa e
colaboradores (2002) em cultura de células mesangiais, demonstraram que o efeito
hipertréfico do TGF Bl é reduzido na auséncia das ciclinas p27FP' e p21°P!
(Monkawaet al., 2002). Portanto, no nosso estudo a preven¢do no aumento da expressao do
receptor do TGF PB1 pode ser o responsdvel pelas corre¢cdes da replicacdo celular

encontradas.

Em resumo, os animais SHR diabéticos por 20 dias apresentam anormalidades
precoces como: aumento na albuminidria e reducdo de nefrina; hipertrofia
glomerular, reducdo de replicacdo celular e aumento na expressdo de fibronectina e TGF

B1, bem como da ciclina inibitéria p27*'. A prevencdo da hipertensdo arterial foi capaz de
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impedir as alteracdes precoces na nefropatia diabética experimental. Estas informacoes
podem contribuir para a prevengdo da nefropatia em individuos diabéticos

com predisposicao a hipertensao arterial.
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1 6- CONCLUSAO
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Em ratos SHR jovens a inducdo do diabetes mellitus resultou em actimulo
precoce de TGF B1, fibronectina e hipertrofia glomerular, além de reducdo da replicacao

~ kipl
celular com aumento na expressdo de p27-"

. A expressdo glomerular de nefrina que estava
reduzida nos animais SHR diminuiu de forma mais acentuada na presenca do diabetes

mellitus.

A prevencdo da hipertensdo arterial foi capaz de restaurar as anormalidades
precoces presentes nos rins dos ratos SHR diabéticos, independente da classe da droga anti-
hipertensiva utilizada. Essa observacdo reforca o papel da hipertensdo arterial nestas

alteracdes.

E possivel que as alteracdes observadas nos rins dos ratos SHR diabéticos
possam estar envolvidas no mecanismo pelo qual a hipertensdo arterial e o diabetes mellitus

interagem para exacerbar a nefropatia.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of prevention of hypertension on glomerular hypertraphy, renal cell replication and accumulation
of glomerular fibronectin in a model of genetic hypertension and experimental diabetes, Four-week-old streptozotocin induced spontaneously
hypertensive rats (SHR ) were randomized for no treatment, or for treatment with captopril, losartan or triple therapy (hydrochlorothiazide, reserpine
and hydralazine) for 20 days. Increase in systolic blood pressure was equally prevented by captopril (118:£ 15 mmHg), losartan (111 £9) and triple
therapy (112414, p<0.0001). Glomerular size was higher (p<0.005) in diabetic SHR (27,3004:2130 ym?) compared with non-diabetic SHR
{23,800+ 307). The antihypertensive therapy with captopril (23,900 175), losartan {23,800+ 120), and triple therapy (23,400+ 210) prevented the
glomerular enlargement i diabetic SHR. Glomerular expression of fibronectin was increased in diabetic SHR (7.61+1.22 densitometric unit) as
compared to the controls (2.27£2.15, p=<0.0001), and was decreased ( p= (L0001 vs diabetic SHR) with captopril (2.49+1.42), losartan (1.57+1.1)
and triple therapy (2.04 4 1.42). The number of replicating glomerular cell significantly decreased in diabetic SHR and it was restored by all three
antihypertensive regimes. The glomerular expression of p27~*" was increased in diabetic SHR but it was not modified by antihypertensive treatment.
Striet blood pressure control, in diabetic SHR independently of the class of antihypertensive agent, restores glomerular hypertrophy and renal cellular
replication, and prevents the increment in glomerular fibronectin.

@ 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Angilotensin antagonist; Angiolensin-converting enzyme mhibitor; Cell hypertrophy; Cell replication; Diabetes mellitus; Diabetic nephropathy;
Fibronectin; Hypertension

p27"%°" and p21°%! (Al-Douahiji et al., 1999; Wolf et al., 1997;
Wolletal., 1998). It has been shown that the administration of an
ACE inhibitor to diabetic Bhdp rats reduces renal hypertrophy
and p277! expression (Wolf et al., 1999). The effects of
hyperglycemia on cell-cycle mhibitors, cell hypertrophy and

Introduction

Glomerular enlargement is an early abnormality observed
both in humans (Osterby and Gundersen, 1975) and i animal
models of diabetic renal disease (Wolf and Ziyadeh, 1999). The

mechanisms underlying the development of diabetic glomerular
hypertrophy have not been fully established, but involve the
accumulation of extracellular matrix proteins and the hypertro-
phy of growth-arrested glomerular cells (Mason and Wahab,
2003; Shankland and Wolf, 2000). In mesangial cells these
abnormalities seem (o be mediated by an elevation in the
expression of cyclin-dependent kinase (Cdk) inhibitors such as

* Corresponding author. Division of Nephrology, Faculty of Medical
Sciences, State University of Campinas, SF, Brazil. Tel.: +55 19 37887499,
fax; +55 19 37887366.

E-matl address: jblfaria@f

p.br (I.B. Lopes de Faria).

0024-3205/8 - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/.15.2006.07.008

extracellular matrix deposition are mainly mediated by trans-
forming growth factor 5 (TGF-f2), an antiproliferative and
hypertrophic cytokine (Sharma and Ziyadeh, 1994: Polyak et al.,
1994; Monkawa et al., 2002).

The use of spontaneously hypertensive rats (SHR), widely
utilized as an animal model of human essential hypertension
(Okamolo et al., 1966), rendered diabetic with streptozotocin has
significantly contributed to the understanding of the mechanism
of interaction between genetic hypertension and diabetes in the
development and progression of renal disease (Cooper et al.,
1988b). Several years ago, it was shown that the severity of renal
lesions in diabetic SHR 1s much more pronounced than in therr

LFS-11440; No of Pages 9
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diabetic genetically normotensive controls, Wistar Kyoto (WKY)
rats (Cooper et al., 1988a). Recently, we have demonstrated that
the induction of diabetes in young, still normotensive, SHR rats
promotes renal hypertrophy and reduces renal cell replication
associated with an inerease ina Cdk inhibitor pETF‘iPl (Silveira
et al., 2002). In addition, diabetic SHR rats display an early
accumulation of renal fibronectin, an extracellular matix protein
involved in the development of renal glomerulosclerosis (Righetti
et al., 2001). In the diabetic SHR, long-term blood pressure
control with drugs, irespective of interference in the renin-
angiotensin-system (RAS), is able to reduce the elevated
albuminuria and over-expression of fibronectin in the kidney
(Pavan et al,, 2003; Lehfeld et al., 2004), The effect of prevention
of hypertension on the alterations in renal cell replication in
diabetic SHR is unknown. In this study, our aim was 1o assess
whether the prevention of development of hypertension in
diabetic SHR. with or without drugs affecting RAS, is able to
mmpede glomerular hypertrophy, and to correct early abnormal-
ities inrenal cell replication and accumulation ofrenal fibronectin.

Material and methods
Study desien

The protocol for this study complied with the guidelines
established by The Brazilian College for Animal Experimen-
tation (COBLEA) and was approved by the Institutional
Committee for Ethics in Animal Experimentation. SHR derived
from rats supplied by Taconic (Germantown, NY) and bred in
our animal facility were used in this study. Experimental
diabetes was induced in four-week-old, pre-hypertensive male
SHR by injecting streptozotocin (STZ: 60 mg/kg: Sigma, St.
Louis, MO} dissolved in sodium citrate buffer (pH 4.5) via a tail
vein after an overnight fast. Control rats (SC) received only
vehicle (citrate buffer). The diabetic rats were randomly
assigned to receive no treatment (SD), or captopril (Bristol-
Meyers Squibb Brazil 8/A, Sdo Paulo, Brazil) at a dose of
300 mg/l (Cap), losartan (Merck Sharp and Dome Farmactutica
Ltda, Sdo Paulo, Brazil) at 200 mg/l (Los), or triple therapy
congisting of hydralazine (Sigma) at 150 mg/l, reserpine
(Sigma) at 4 mg/l, and hydrochlorothiazide (Sigma) at 50 mg/
1 (Tei), all administered in the drinking water. The doses of
antihypertensive drugs used were chosen based on previous
studies that have shown that they were able to normalize the
blood pressure to a level similar to that of genetically normo-
tensive Wistar Kyoto (WKY) rats of the same age (Pavan et al.,
2003; Lehfeld et al., 2004). Based on the volume of water
ingested over 24 h, the daily doses of antihypertensive drugs
were: captopril 100 mg/kg, losartan 67 mgkg, hydralazine
50 mg/kg, reserpine 1.3 mg/kg and hydrochlorothiazide 17 mg/
kg. All of the rats were housed in groups of four and were fed
notmal rat chow containing 20% protein.

Parameters determined

Blood glucose levels were measured using an enzymatic

colorimetric GOD-PAP assay (Merck, Darmstadt, Germany)

RE. Amazonas, J.B. Lopes de Faria / Life Sciences xx (2006) xxx-xxx

72 h after the injection of STZ or citrate buffer and on the day
before killing the rats. Values =15 mmol/l were considered
diabetic for these experiments. Systolic blood pressure was
obtained by tail-cuft plethysmography in unanesthetized rats
using an MK III physiograph (Narco Bio-System, Houston,
TX). The albumin excretion rate was determined by single
radial immunodiffusion in urine collected from rats placed in
individual metabolic cages for 24 h, as previously described
(Righetti et al., 2001; Pavan et al., 2003; Lehfeld et al., 2004).
The expression of glomerular fibronectin, p27®!, p21°7" and
of receptor I for transforming growth factor {5 (TGF-p IIR)
were determined in rat isolated glomeruli and fibronectin was
also determined by immunoiluorescence 20 days after the
induction of diabetes.

Isolation of glomeruli

Glomeruli were isolated by a differential sieving technique
(Krakower and Greenspoon, 1954) as previously described by
our laboratory (Silveira et al., 2002). Briefly, rats were
anesthetized, and the kidneys were immediately removed,
weighed, and placed in ice-cold Hank’s balanced salt solution
(Gibco, Grand [sland, NY). The cortices were isolated and finely
minced. The pooled material of three to four rats was passed
through stainless steel screens (W. Tyler, Mentor, OH) of 60
(pore size 250 pm) and 150 (pore size 106 jun) mesh, and the
glomeruli were collected on a 200-mesh screen (pore size
63 um). The final preparations contained >95% glomeruli as
assessed by phase-contrast microscopy. Isolated glomeruli were
lysed directly on ice m 300 pl of a buffer containing 2% SDS and
60 mmol Tris-HCI (pH 6.8) supplemented with a cocktail of
protease inhibitors (complete: contains antipain-HCI, chymos-
tatin, leupeptin, bestatin, pepstatin, phosphoramidon, aprotinin,
and EDTA: Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN} (Silveira
et al, 2002). After centrifugation, the supernatants were trans-
ferred to new tubes and the protein concentrations were mea-
sured by the Bradford method (Bradford, 1976) using bovine
serum albumin as standard.

Immunofluovescence

The right kidney was perfused in vivo initially with saline
followed by a fixative solution of Methacarn and embedded
in paraffin for fibronectin study (Righetti et al, 2001), Five
micrometer sections were deparaffinized, washed in PBS (pH
7.4) and placed in 5% nonfat milk in PBS. Tissue sections
were incubated overnight at 4 °C with a rabbit anti-rat fi-
bronectin antibody (Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA)
and with FITC-conjugated anti-rabbit antibody. Immunore-
activity was assessed using a Zeiss fluorescence microscope
(Carl Zeiss, Jena, Germany). The intensity of staining in each
glomerulus was scored as: 0— no fluorescence, |— trace
fluorescence, 2 light fluorescence, 3— moderate fluores-
cence, 4— intense fluorescence (Bao et al., 2003). Fifty
glomeruli per section were counted by an observer who was
unaware of the study group from which the section was

derived.
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Table 1
Systolic blood pressure (SBP), body weight, kidney weight, kidney-to-body weight ratio (kidney/BW), glycemia, albuminuria and glomerular area in the groups of rats
studied
Groups SBP (mmlig) Body weight (g) Kidney Kidney/BW Glycemia Albuminuria Glomerular area

Basal 20 days Basal 20 days weight (g) x100 (mmaol/1) (g4 h) (')

SC (N=24) 118410 155+12 7549 168+18 0.68£0.12 0.424£0.04 6.5+1.5 186(57-717) 23,8004+ 307
SD (N=30) 119+ 14 147+14° Tox11 108+28* 0.66=0.12 0.63£0.06" 28.5x4.0° 400(111-5017 27,330£2,130*"
TRI (N=19) 119+7 113£9 7812 97+16 0.60£0.15 0.62+0.08 29.0+4.8 171(62-331) 23,930+175
CAP (N=25) 1199 11516 Te+T 10424 0.72£0.12 0.69£0.95 28.1+6.6 210(68-449) 23,860+ 120
LOS (N=20) 116+15 108+12 7412 106+23 0.70+£0.13 0.69+0.15 28.9+5.6 190(70-543) 23,400+210

Control SHR (8C), diabetic SHR (SD), and diabetic SHR treated with triple therapy (TRI) or captopril (CAP) or losartan (LOS). "’p*iU.US for 8D vs "SC and "the
treated groups. The results are the mean+SD, except for albuminuria, which is expressed as the geometric mean (range).

Immunohistochemistry

To detect proliferating cell nuclear antigen (PCNA), sections
were deparaffinized and rehydrated (Silveira et al, 2002).
Endogenous peroxidase was blocked by incubating the slides
in 3% H,0, for 5 min. The sections were then incubated at
room temperature for 1 h with primary antibody PC10 (Dako,
Glostrup, Denmark) diluted 1:150. Biotinylated mouse anti-
human (Dako) antibody for PC10 were applied for 1 h at room
temperature. The slides were then incubated with avidin—biotin
complex (ABC) reagent (Vector, Burlingame, CA) for 30 min
followed by the addition of diaminobenzidine tetrahydrochlor-
ide (DAB) (Sigma) as a substrate—chromogen solution. After
countersiaining with hematoxylin and dehydration, the slides
were mounted in Entellan (Merck). Negative controls for the
reaction consisted of omitting the primary antibody. Positive
cells were counted in 50 glomeruli per section; for the
tubulointerstitial area, the positive cells in 20 high power
fields were counted by an observer who was unaware of the

study group from which the section was derived. At least three
kidney sections for each rat were included in the different
experiments.

Morpholagy

Periodic acid-Schiff (PAS)-stained slides were observed
using a Leica DMLS (Leica, Bensheim, Germany) microscope.
All glomeruli were imaged using a x 1000 magnification. A total
of 20 glomeruli from the outer cortex at the vascular pole were
digitized at random for each rat using a digital camera Canon
Power Shot 560 (Canon Inc., Japan) connected to the micro-
scope. Recording and analysis of the digital images were
performed with fixed settings. Image analysis and morphomet-
ric measurement of glomerular area were done by manually
tracing the perimeter of the capillary tufi cut in transverse
section using public domain Image) software (National Insti-
tutes of Health available at http:/isb.nfonih.gov/ij) software
package.
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Fig. 1. Fibronectin protein levels in SHE kidneys. A, Western blot of fibronectin in glomeralar lysates. In the experiment shown, 20 pg of glomeralar lysate from
control SHR (SC) (n=4), diabetic SHR (SD) (n=4), and diabetic SHR. treated with triple therapy (TRI) (n=3)., captopril (CAP) (n=4) or losartan (LOS) (n=4) was
used. Each lane represents a pool of glomeruli from 3—4 mts. B. Densitometric analysis of renal fibronectin protein levels. The columns represent the mean+38D.

*5<0.005 compared 1o all other groups.
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caplopril (CAP) or losarian (LOS). *p<0.005 compared to all other groups.

Western blotting

To assess the expression of fibronectin, p27%%!, p21°%! and
TGF-p 1R by Western blotting, 20-80 pg of pooled proteins in
5% glycerol/0.03% bromophenol blue/10 mmeol dithiothreitol
was loaded onto 8% and 15% SDS polyacrylamide gels (the gel
concentration used depended on the molecular mass ofthe protein
mvestigated). Molecular mass markers (Rammbow; Amersham
Biosciences) were used as standards., Proteins were transferred to

mitrocellulose membranes (Bio-Rad, Hercules, CA) n transfer

buffer (50 mmol Tris-HCI, pH 7.0, 380 mmol glycine, 0.1% SDS,
and 20% methanol). Non-specific binding was blocked by
incubating the membranes overnight at 4 °C in 5% nonfat milk for

fibronectin, 1% BSA (Sigma) for p27°%" and p21°%" or 1%
gelatin for TGF-3 1R, all in PBS with 0.1% Tween 20. For the
detection of specific proteins the following primary antibodies
were used: a goat anti-rat fibronectin antibody (Calbiochem), a
mouse monoclonal anti-p27*"" antibody (Transduction Labora-
tories, Lexington, KY), a mouse monoclonal anti-human p21<#!
antibody that cross-reacts with the murine protein (Dako)
(Silverra et al., 2002) and a goat polyclonal anti-TGF- [IR
(R&D systems, Minneapolis, MN). The antibodies were used ata
dilution of 1:3000 for fibronectin and 1: 1000 for pl'r"“i:" 1 p21 el
and TGF-f IR, and were incubated with the membranes for 1 hat
room temperature. The blots were subsequently washed in Tris-
buffered saline with Tween and incubated with an anti-goat
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;
:
s
:

of PC10-positive cells in renal sections, Replicating renal cells that reacted with PC10 antibody (PCNA) were detected in
control SHR (SC) (n=6) (A), diabetic SHR (8D) (n=5) (B), and diabetic SHR treated with triple therapy (TRI) (n=3) (C), captopril (CAP) (n=4) (D) or losartan
(LOS) (r=4) (E). The number of proliferating cells per glomerular cross-section is show in F. Positive cells were counted in 50 glomeruli in each group. The columns
represent the mean+ SD. "p<0.05 compared to the SC group.

hamicsl identifisatt

Fig.3.1 histe

horseradish peroxidase-conjugated (Santa Cruz) for fibronectin
and TGF-p IR or an anti-mouse horseradish peroxidase-
conjugated (New England Biolabs, Beverly, MA) for p27-%!
and p21°7! as secondary antibodies. Immunoreactive bands were
visualized using the enhanced chemilummescence method (Super
Signal CL-HRP Substrate Systemn; Pierce, Rockford, [L) accord-
ing to the manufacturer’s protocol. The positive control for
p275"! was a lysate of HeLa cells, an epithelial-like adenocar-
cinoma line (Transduction), and for p21°%! the control was a
full-length p21“®! of mouse origin (Santa Cruz). Exposed films
were scanned with a laser densitometer (Bio-Rad) and analyzed
quantitatively with Multi-Analyst Macintosh Software for Image

Analysis Systems (Bio-Rad). Equal loading of proteins was
ascertained by Ponceau § staining.

Statistical analysis

The results were expressed as the mean= 5D except for the
albumin excretion rate, which was expressed as the geometric
mean and ranges and analyzed after logarithmic transformation.
One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s
protected least-significant difference test was used to assess
differences among the groups. All comparisons were done using
the Statview statistical Package sofiware (Power PC version
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<& Nod 5.0 Statview, Berkeley, CA). A value of p<0.05 indicated

A S qg "}9 6:’2? significance.

f sf’” A4 Resats

Systolic blood pressure rose similarly in unireated SHR and
this rise was completely and equally prevented in rats treated

B = with triple therapy, captopril or losartan. Body weight gain was
2 :: . . reduced and kidney-to-body weight ratio increased significantly
§ 14 t in diabetic rats and were unaffected by treatment with anti-
E 12 hypertensive drugs. The blood glucose level was higher n all
E ': diabetic groups and was not modified by the antihypertensive
§ 8 drugs. The albumin excretion rate was significantly higher in
a : diabetic rats and all antihypertensive therapies significantly

0 2 : : reduced this excretion to the levels seen in control rats (Table 1).
SC sD TRI CAP Los

Groups Tight blood pressure control fovestalled the elevation in

ihronectin expression induced by diabetes in SHR
Fig. 4. p27*! protein levels in SHR Kidneys. A. Western blot of p27® in f 7 : Al

glomerular lysates. In the experiment shown, 30 pg of glomerular lysate from

control SHR (SC) (n=4), diabetic SHR (SD) (n=4), and diabetic SHR treated Twenty days after the induction of diabetes mellitus, the ex-
with triple therapy (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=>5) or losartan (LOS) (n=3)  pression of glomerular fibronectin was estimated semiquantitative-
was used. Each lane represents 2 pool of glomeruli from 3-4 mts. B. ly by immunofluorescence and in a more quantitative manner by

Densitometric analysis of renal p27°"" protein levels, The columns represent the
mesm+8D. *p=0.008 compared to the SC group, 'p=<0.05 compared to the SC
group.

Westem blot followed by densitometric analyses. Both methods
vielded similar vesults that were higher expression of glomerular
fibronectin in diabetic SHR. group. This abnormality was prevented
to similar extents by the antihypettensive treatments, although there
was some variation between individual rats (Figs. 1 and 2).

Densitometric units
T -]

5C 5D TRI CAP LOS
Groups

Fig. 5. p2 19" protein levels in SHE kidneys. A. Western blot of p2 19! in glomerular Lysates. In the experiment shown, 60 pg of glomerular Lysate from control SHR
(8C) (n=3), diabetic SHR. (3D) (#=35), and diabetic SHR. treated with triple therapy (TRI) (7= 3), captopril (CAP) (r=3) or losartan (LOS) (#=3) was used. Each lane
represents a pool of glomeruli from 3—4 rats. B. Densitometric analysis of renal p21%*" protein levels, The columns represent the mean:SD. *p<0.005 compared to
the SC group.
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Fig. 6. Renal TGF-p IR protein levels in SHR kidneys. A. Western blot of TGE-
[ R in glomerular lysates. In the experiment shown, 80 pg of glomerular lysate
from control SHR (5C) (n=3), diabetic SHR (SD)) (n=35), and diabetic SHR
treated with triple therapy (TRI) (r=3), captopril (CAP) (n=3) or losartan
(LOS) (n=3) was used. Each lane represents a pool of glomeruli from 34 rats.
B. Densitometric analysis of renal TGF-p IR protein levels. The columns
represent the mean+SD. “pr\U.UUS compared to all other groups, rp—U.UI
compared to SC group,

The reduction in rvenal cell veplication induced by diabetes is
prevented by tight blood pressure control

As previously described (Silveira et al., 2002), diabetes
markedly reduced renal cell replication. However, antihyper-
tensive therapy restored the number of replicating glomerular
cells to a level similar to that of the control group (Fig. 3),
whereas cell replication in the tubulointerstitial region was
unaffected by such therapy (data not shown). To investigate the
potential role of cell-cycle regulatory proteins in the decreased
glomerular cell replication seen in diabetic rats, we examined
the expression of two cyclin-dependent kinase inhibitors,
p2 78T and 21991 In freshly isolated glomeruli, the expres-
sion of pZTKiP’ as detected by Western blotting was signi-
ficantly higher in diabetic rats and antihypertensive treatment
partially restored the expression of p?.?“""1 (Fig. 4). The
expression of p21°%" decreased in diabetic rats and was unaf-
fected by antihypertensive treatment (Fig. 5).

Glomerular hypertrophy is restored by antihypertensive
treatment

Since a decrease in glomerular cell replication is associated
with glomerular hypertrophy (Shankland and Wolt, 2000), the
glomerular tufi area was calculated as a measure of glomerular
size. Morphometric analysis showed that diabetes mellitus pro-

duced glomerular hypertrophy that was prevented by normal-
ization of the blood pressure (Table 1).

Up-regulation of renal expression of the TGF-8 Il receptor is
inhibited by antilypertensive treatment

To investigate whether the pro-fibrotic and antiproliferative
TGF-p system was associated with the increased glomerular
expression of fibronectin, the decreased renal cell replication
and the glomerular hypertrophy, the expression of its type 11
receptor (TGF-p [IR) was evaluated. Western blotting showed
that the expression of TGF-p IIR was significantly elevated in
diabetic rats and that this expression was nommalized by the
antihypertensive treatment (Fig. 6). These findings suggested
that TGF-f system may be involved in the elevated expression
of glomerular fibronectin and in the reduced renal cell repli-
cation produced by diabetes.

Discussion

Antihypertensive agents may be effective for the primary
prevention of diabetic nephropathy, i.e. in patients with normo-
albuminuria. In United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS), a reduction of systolic blood pressure from 154 to
144 mmHg in type 2 diabetic patients reduced the risk for the
development of microalbuminuria by 29% (Anonymous, 1998).
In the present study, we assessed the efficacy of prevention of
development of hypertension on early renal abnormalities in
streptozotocin  induced diabetic rats destined to become
hypertensive (SHR). We have demonstrated that strict mamte-
nance of blood pressure in diabetic SHR to the levels observed
at pre-hypertensive stage (4-week of age) leads to the pre-
vention of albuminuria, glomerular hypertrophy and cell-cycle
arrest, increased accumulation of fibronectin and TGF-3 1R
expression that were observed in untreated diabetic SHR.

In diabetes mellitus mesangial expansion is a hallmark of
nephropathy (Mason and Wahab, 2003). It has been shown that
this abnormality is a result of decrease in renal cell proliferation
with consequent accumulation of extracellular matrix proteins
such as fibronectin and glomerular hypertrophy (Sharma et al.,
1996: Ziyadeh et al., 2000). We also observed that the beneficial
effect of prevention of hypertension was independent of the
class of antihypertensive drugs. These findings underline the
importance of tight blood pressure control as a primary pre-
vention of diabetic nephropathy.

Previously, we showed that the prevention of hypertension
blunted the elevation of albuminuria and the renal expression of
fibronectin after a longer period of hyperglycemia (16-week)
(Pavan et al., 2003). Novelty of the present study is the effect of
tight blood pressure control on early renal abnormalities, par-
ticularly the modulation of renal cell replication that to our
knowledge has not been shown before.

Glomerular enlargement occurs early afier the onset of dia-
betes mellitus and precedes the development of glomerulo-
sclerosis (Hirose et al., 1982). Antihypertensive therapy with or
without blockade of RAS could prevent glomerular enlarge-
ment (Cooper et al., 1990). This effect is probably mediated by a
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reduction of glomerular capillary pressure to normal, since
mechanical stretch in mesangial and endothelial cells activates
growth processes (Gruden et al., 1999). The growth stimulatory
effects of increased intra-renal angiontensin II on glomerular
cells may also mediate the glomerular enlargement, since the
angiotensin [l is enhanced in the diabetic milieu (Allen et al.,
1997, Cooper et al.,, 2005). Based on this last observation,
prevention of glomerular hypertrophy should be more efficient
when drugs that block the RAS are used. In the present study,
prevention of glomerular hypertrophy and arrest in glomerular
cell growth were obtained with tight blood pressure control
independently of' the class of antihypertensive agents used. One
possible explanation for this fact is that the blood pressure levels
obtained in our treated rats are much lower (systolic blood
pressure below 120 mmllg) than in other studies (Cooper et al.,
1990; Cooper et al., 1992).

Although the biological significances of changes in TGF-f [IR
expression in the kidney remains undefined, a number of studies
suggested that TGF-f31 plays a central role in the pathogenesis of
diabetic nephropathy (Sharma and Ziyadeh, 1995). TGEF-f1
exerts biological effects by mteracting with specific cell-surface
receptors including a type I and a type II receptor (Massague,
1990). In the present study we focus on the type II receptor
because it is the primary signaling receptor that binds the fiee
ligand. The type [ receptor does not directly bind the free ligand,
and it is best described as transducer (Massague, 1992). Although
up-regulation could be a consequence of decrease in the
concentration of the TGF-p1 ligand (Ziyadeh et al., 1998), this
is unlikely since it has been shown that both glucose and
mechanical strain increase TGF-f receptor expression in cultured
mesangial cells and that increased expression is accompanied by
increased ligand binding (Riser et al., 1999).

Renoprotective effect of prevention of development of hy-
pertension was observed in spite of very high (>28 mmol/1)
levels of blood glucose in treated diabetic SHR. This finding
indicates that hypertension and high blood glucose may act
through a common mediator to promote renal lesion in this
animal model of diabetes and genetic hypertension. Identifica-
tion of this common mediator was not an objective of the
present study, however the TGF-p system may be a good
candidate. To this end, it was demonsirated that in diabetic rats
nommalization of blood glucose level, or a non-glycemic inter-
vention such as the use of ACEi, ARB or their combination
could nommalize the expression of TGF- receptor (Cao et al |
2001; Kang et al, 2000). In our diabetic SHR, tight blood
pressure control prevented the increase in glomerular fibronee-
tin deposition probably by blocking the expression of TGF-j5
RII however other mechanism can not be excluded (Hill et al.,
2001 Isono et al., 2000). Since enhanced TGF-f expression
can reduce glomerular cell replication and induce glomerular
hyperirophy (Monkawa et al., 2002; Wolf et al., 1992; Sharma
et al., 1996), the prevention of elevation of TGF-p RII expres-
sion by antihypertensive therapy might have contributed to the
correction of these abnormalities.

In summary we have demonstrated that in diabetic SHR, a
model of genetic hypertension and diabetes, antihypertensive
treatment independently of the class of antihypertensive agent is

able to correct two early abnormalities involved in mesangial
expansion, decreased renal cell proliferation and increased ac-
cumulation of extracellular matrix. Tight and precocious blood
pressure control may be an efficient maneuver to prevent the
development of mesangial expansion in diabetic individuals
with predisposition to hypertension.
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