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No diabetes mellitus (DM), a hipertensão arterial (HA) é o principal fator associado ao 

desenvolvimento e progressão da nefropatia diabética (ND). Os mecanismos de interação 

entre HA e DM no agravamento da ND são pouco conhecidos. No presente trabalho 

investigamos a contribuição da HA nas alterações 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 injeção 

endovenosa de estreptozotocina. Os ratos SHR com DM foram randomizados para 

tratamento com captopril, losartan, terapia tríplice (hidroclorotiazida, reserpina e 

hidralazina) e nenhum tratamento por 20 dias. O aumento na pressão sistólica foi 

igualmente previnido pelos diversos esquemas anti-hipertensivos. A expressão glomerular 

de nefrina estava reduzida nos animais SHR controle em relação aos animais WKY, e de 

forma mais acentuada no grupo SHR DM. A prevenção da HA foi capaz de evitar a 

redução na nefrina, bem como reduzir a albuminúria. A superfície, expressão de 

fibronectina e TGF β1 glomerulares estavam significativamente aumentadas no grupo SHR 

diabético em relação ao grupo SHR controle e foi prevenida pelos diversos tratamentos. A 

replicação de células renais foi significativamente menor no grupo SHR diabético em 

relação ao controle, e restaurado com a prevenção da hipertensão arterial. A expressão 

glomerular de p27Kip1 estava aumentada no grupo SHR diabético, mas não foi modificada 

pelo tratamento anti-hipertensivo. Em conclusão a presença da HA em ratos diabéticos 

induziu o aparecimento de alterações 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 β 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 µm2) 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 β 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 p27Kip1 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 à absoluta deficiência de secreção e/ou redução da eficácia biológica 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  

(não insulino-dependentes) são suscetíveis ao desenvolvimento de complicações a longo 

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

A nefropatia diabética (ND) é uma síndrome clínica caracterizada por 

albuminúria persistente, aumento da pressão arterial, declínio progressivo da filtração 

glomerular e aumento de morbi-mortalidade cardiovascular (Wilson et al., 1951;  

Parving et al., 2004). 

A ND representa atualmente a principal causa de insuficiência renal crônica 

terminal (IRCT) em diversos países do mundo ocidental. Nos Estados Unidos, a incidência 

de pacientes portadores de IRCT secundária a ND em 2002 foi de 44,5% (U.S. Renal Data 

System..., 2004). No nosso meio, a ND também é causa importante de insuficiência renal 

crônica. No município de Campinas, no período de abril de 1992 a abril de 1993, a ND foi 

a causa provável de insuficiência renal crônica em 18% dos pacientes que iniciavam 

tratamento dialítico (Lopes de Faria et al., 1995). Estes dados são semelhantes aos 

observados em outras regiões do Brasil (Registro Brasileiro de Diálise, 1997). Segundo 

estimativas da Organização Mundial de Saúde, a incidência e prevalência de ND devem 

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

Além de sua elevada prevalência, a ND está associada à alta mortalidade por 

causa cardiovascular. Indivíduos com proteinúria apresentam risco de morte prematura até 

100 vezes superior à população não diabética (Borch-Johsen et al., 1985; Dorman et al., 

1984), enquanto pacientes diabéticos, sem nefropatia, apresentam mortalidade apenas duas 

vezes superior àquela de indivíduos não diabéticos (Borch-Johsen et al., 1985).  

Em pacientes portadores de DM a presença persistente de microalbuminúria 

(excreção urinária de albumina entre 20-200µg/min ou 30-300mg/24 horas) tem sido 

apontado como preditor de evolução para nefropatia diabética clínica (Parving et al., 1982; 
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Viberti et al., 1982; Mogensen, 1984). A prevalência de microalbuminúria em pacientes 

portadores de DM tipo 1 é cerca de 20% após 10 anos de doença e chega a 52% após 30 

anos de duração do DM (Krolewski et al., 1995; Orchard et al., 1990; Warram et al., 1996). 

Em pacientes portadores de DM tipo 2, a prevalência de microalbuminúria é de cerca de 

20%, entretanto se considerados apenas pacientes com DM tipo 2 e retinopatia diabética, 

esta prevalência pode chegar à 45% (Delcourt et al., 1996). A prevalência de 

macroalbuminúria (excreção urinária de albumina superior à 200µg/min ou 300mg/24 

horas) é de cerca de 35% em ambos os tipos de diabetes. Entretanto, existe variação entre 

pacientes portadores de DM. No tipo 1 a prevalência é de cerca de 30% (Borch-Johnsen et 

al., 1985), já nos pacientes com DM tipo 2 sua prevalência varia de 6-50% (Cowie et al., 

1989; Nelson et al., 1989). A maior prevalência da ND tem sido reportada em índios 

americanos (Pima), essas variações podem ser explicadas, principalmente, por diferenças 

genéticas (Nelson et al., 1989).  

A ND raramente aparece antes dos 10 anos de duração do diabetes em 

indivíduos com diabetes mellitus tipo 1 (Krolewski et al., 1985). Nestes pacientes, o pico de 

incidência da nefropatia ocorre durante a segunda década de doença, seguido de um 

declínio progressivo na incidência de ND a partir desta década (Krolewski et al., 1985; 

Andersen et al., 1983). Essa redução no risco do aparecimento da ND em pacientes com 

longa duração do diabetes, sugere, que apenas a exposição prolongada à hiperglicemia não 

é 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 é capaz de reduzir o risco de complicações microvasculares do 

DM, entre elas a ND (The Diabetes ..., 1993), entretanto, o desenvolvimento de ND não 

pode ser explicado exclusivamente pelo pobre controle glicêmico (Deckert e Poulsen, 

1981). No estudo multicêntrico e prospectivo “Diabetes Control and Complications Trial”, 

envolvendo um grande número de pacientes com DM tipo 1, que comparou o efeito do 

tratamento intensivo com insulina versus terapia convencional, demonstrou-se que o 

controle glicêmico intensivo com insulina foi capaz de reduzir em cerca de 50% a chance 

de desenvolver macro ou microalbuminúria (The Diabetes..., 1993). No “UK Prospective 

Diabetes Study” (UKPDS), estudo prospectivo e multicêntrico 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 progressão de 

albuminúria em 39% (Intensive blood-glucose control..., 1998). Desta forma, o controle da 

glicemia previne alguns pacientes do desenvolvimento da nefropatia e outros não. Portanto, 

o controle glicêmico por si só não explica porque apenas alguns pacientes desenvolvem 

nefropatia. 

Predisposição herdada para nefropatia é fortemente sugerida por estudos que 

demonstram que essa complicação ocorre com maior freqüência em determinadas famílias 

(Seaquist et al., 1989). Evidência de nefropatia foi observada em 83% dos irmãos 

diabéticos de pacientes com nefropatia diabética contra 17% naqueles livres de nefropatia 

(Seaquist et al., 1989). Evidência de agregação familiar foi descrita em uma população 

dinamarquesa com DM tipo 1 (Borch-Johsen et al., 1992) e em índios Pima com diabetes 

mellitus tipo 2 (Pettitt et al., 1990). Viberti e colaboradores (1987) demonstraram que pais 

não diabéticos de indivíduos com ND tinham níveis de pressão arterial mais elevada em 

relação aos pais de diabéticos sem ND (Viberti et al., 1987), sugerindo, que a predisposição 

familiar à hipertensão arterial essencial pode aumentar o risco de lesão renal em pacientes 

com DM tipo 1. 

A hipertensão arterial nos pacientes com ND foi inicialmente considerada como 

secundária ao quadro de insuficiência renal. Estudos posteriores demonstraram que a 

hipertensão arterial não é meramente conseqüência da insuficiência renal, pois pacientes 

com DM tipo 1 e 2 apresentavam aumento da pressão arterial com ritmo de filtração 

glomerular normal e apenas discreto aumento na excreção urinária de albumina  

(Mogensen et al., 1988; Parving et al., 1981). Hipertensão arterial sistêmica, em pacientes 

com DM tipo 1, desenvolve-se principalmente em concomitância ao surgimento da ND. Em 

contrapartida, aqueles que não desenvolvem a nefropatia permanecem normotensos a 

despeito da longa duração do diabetes e avanço da idade (Borch-Johnsen et al., 1985; 

Krolewski et al., 1988).  

Krolewski e colaboradores (1988) compararam a freqüência de hipertensão 

arterial em pais de indivíduos portadores de DM tipo 1 com ou sem ND. Possuir um dos 

pais com hipertensão arterial aumentou em 3 vezes o risco de desenvolver ND.  
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Além disso, o maior risco estava presente de forma mais evidente nos pacientes com pobre 

controle glicêmico nas primeiras décadas de DM (Krolewski et al., 1988). Barzilay e 

colaboradores (1992) em um estudo de caso-controle em indivíduos portadores de DM tipo 

1, encontraram correlação entre controle glicêmico e desenvolvimento de ND, e, a presença 

de proteinúria se correlacionava com uma maior freqüência de hipertensão arterial nos pais 

dos pacientes com nefropatia (Barzilay et al., 1992). Uma questão que surge a partir de tais 

achados é como a hiperglicemia interage com a hipertensão arterial na indução da 

nefropatia diabética. Em modelos animais onde existe predisposição à hipertensão arterial, 

foi possível detectar alterações hemodinâmicas glomerulares, e maior risco para ND, que 

podem ser detectadas antes que a hipertensão arterial se torne evidente  

(Bianchi et al., 1983). Esta disfunção glomerular pré-hipertensão arterial pode estar 

envolvida como fator adicional para uma pior evolução da glomeruloesclerose diabética 

(Thomsen et al., 1984). Vários estudos têm mostrado que filhos de pais hipertensos 

apresentam anormalidade na hemodinâmica renal (Blackshear et al., 1987; Uneda et al., 

1984). Além disso, o pobre controle glicêmico pode ter impacto na hemodinâmica renal 

com aumento na fração de filtração (Hostetter et al., 1981), o qual é similar àquele 

observado em indivíduos com predisposição à hipertensão arterial. A presença destes dois 

fatores juntos pode produzir um aumento crítico na pressão intraglomerular e favorecer o 

desenvolvimento da ND durante os primeiros 20 anos de DM. 

Correlação entre predisposição à hipertensão arterial essencial e doença renal 

diabética foi demonstrada através de estudos de transporte celular de cátions. Canessa e 

colaboradores (1980) demonstraram que pacientes portadores de hipertensão arterial 

essencial apresentavam aumento na atividade do contra-transporte sódio-lítio em hemácias 

quando comparados a indivíduos normotensos (Canessa et al., 1980). Diversos estudos 

confirmaram uma associação entre o aumento do contra-transporte sódio-lítio e hipertensão 

arterial essencial (Adragna et al., 1982; Carr et al., 1989). Posteriormente, foi demonstrado 

que filhos normotensos de pais hipertensos também apresentavam elevação do contra-

transporte sódio-lítio em hemácias quando comparados aos filhos de pais normotensos 

(Viberti et al., 1987). Outros estudos também demonstraram que o contra-transporte sódio-

lítio seria não apenas um marcador de hipertensão arterial, mas um fator relacionado à 

predisposição à hipertensão arterial e suas complicações cardiovasculares  
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(Morgan et al., 1986; Jones et al., 1990). Barzilay e colaboradores (1992) demonstraram 

que o risco de hipertensão arterial e proteinúria aumentavam em 5 a 10 vezes com o 

aumento no contra-transporte sódio-lítio, enquanto o risco de microalbuminúria aumentava 

em 2 a 3 vezes (Barzilay et al., 1992). Neste mesmo estudo, o risco de nefropatia avançada 

se correlacionou mais intimamente com o aumento no contra-transporte sódio-lítio e 

hipertensão arterial em pais de indivíduos com DM tipo 1 que a pressão arterial elevada no 

início da vida adulta, sugerindo que fatores predisponentes à hipertensão arterial são mais 

importantes que exclusivamente a pressão arterial (Barzilay et al., 1992). Em pacientes com 

DM tipo 1 e 2, vários estudos têm demonstrado aumento do contra-transporte sódio-lítio na 

presença de micro ou macroalbuminúria (Barzilay et al., 1992; Jones et al., 1990). Lopes de 

Faria e colaboradores (1992) demonstraram em pacientes com DM tipo 1 apresentando 

macro ou microalbuminúria um aumento no contra-transporte sódio-lítio, além de forte 

associação entre hiperglicemia e aumento no contra-transporte sódio-lítio na determinação 

de proteinúria (Lopes de Faria et al., 1992). Em estudo já citado, Krolewsky e 

colaboradores (1988) estudando 3 grupos de pacientes diabéticos: sem complicações; 

apenas com retinopatia e pacientes com nefropatia todos com duração de diabetes mellitus 

entre 15-20 anos, observaram que o grupo com nefropatia tinha maiores níveis de glicemia 

e hemoglobina glicada, assim como aumento no contra-transporte sódio-lítio  

(Krolewski et al., 1988). Estudo prospectivo com pacientes diabéticos tipo 1 demonstrou 

que aqueles que evoluíam de normo para microalbuminúria apresentavam aumento no 

contra-transporte sódio-lítio (Monciotti et al., 1997). A demonstração de aumento do 

contra-tranporte sódio-lítio em filhos de pais com hipertensão arterial essencial (Woods et 

al., 1982), a forte associação entre valores de contra-transporte sódio-lítio de pacientes com 

ND e em seus pais representam evidência da importância do fator genético na determinação 

da atividade desse transporte de cátions (Walker et al., 1990). O papel do contra-transporte 

sódio-lítio na fisiologia celular não é bem estabelecido, entretanto, acredita-se, que este 

represente um modo de operação do contra-transporte sódio-hidrogênio (Ives, 1989). A este 

último tem sido atribuído funções como controle do pH intracelular, reabsorção proximal 

de sódio, hiperplasia e hipertrofia celulares (Mahnesmith e Aronson, 1985). Correlação 

entre contra-transporte sódio-lítio e sódio-hidrogênio foi demonstrado em hemácias de 

pacientes com DM tipo 1 (Semplicini et al, 1989), e estudo prospectivo demonstrou que o 
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contra-transporte sódio-hidrogênio em hemácias estava associado ao desenvolvimento da 

nefropatia (Koren et al., 1998). Esses dados sugerem, portanto, que a hipertensão arterial 

possa participar da patogênese da nefropatia diabética, entretanto, não propõem os 

mecanismos pelos quais à predisposição à hipertensão arterial aumentariam os riscos de 

nefropatia diabética. 

Estudos recentes têm procurado entender os diversos fatores genéticos 

envolvidos na predisposição à ND e suas complicações. 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 à 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 à ND, mas não à retinopatia em pacientes 

diabéticos tipo 1 (Hodgkinson et al., 2001). A partir de estudos de irmãos que são 

acometidos ou não pela nefropatia diabética, tem se pesquisado por genes que possam 

identificar suscetibilidade à nefropatia diabética. Neste modelo de estudo Moczuliki e 

colaboradores (1998) identificaram uma região no braço longo do cromossomo 3 na 

vizinhança do gene do receptor da angiotensina II, que predispõe pacientes caucasóides à 

ND (Moczuliki et al., 1998). Recentemente foi demonstrado que camundongos triplamente 

transgênico com expressão aumentada de iNOS (óxido nítrico sintase induzível), RAGE 

(receptor de produtos de glicosilação avançada) e Megsin, um gene que está envolvido na 

proliferação e expansão mesangial, apresentam aumento na albuminúria e hipertrofia 

glomerular com expansão mesangial (Inagi et al., 2006). Os mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos na associação entre predisposição genética e ND permanecem não 

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 alterações ultra-estruturais semelhantes ocorrem no DM tipo 1 e 2. As alterações 

estruturais mais proeminentes na doença renal do DM ocorrem no glomérulo. Hipertrofia 

glomerular é uma anormalidade precoce observada em humanos (Osterby e Gundersen, 

1975) e modelos animais de doença renal diabética (Zador et al., 1993; Wolf e Ziyadeh, 
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1992), a qual fica ainda mais pronunciada na fase de proteinúria clínica  

(Osterby et al., 1987). O aumento do volume glomerular ocorre devido ao aumento na 

produção de membrana basal e expansão mesangial (Mauer, 1994), a qual se deve a uma 

combinação de acúmulo de proteínas de matriz extracelular e hipertrofia de células 

mesangiais (Steffes et al., 1992; Fioreto et al., 1994; Mason e Wahab, 2003). A expansão 

mesangial é uma das principais características anátomo-patológicas da nefropatia diabética 

(Adler, 1994) e está diretamente relacionada com a piora da função renal em ambos os tipos 

de DM (Osterby et al., 2001). O aumento da matriz mesangial leva ao estrangulamento do 

capilar glomerular, reduzindo a superfície viável para filtração ou ocluindo à luz do capilar 

glomerular. Aumento da produção de matriz extracelular, assim como redução no 

“turnover” de seus componentes, contribui para a expansão mesangial. Estudos em animais 

diabéticos sugerem que a síntese de matriz mesangial, particularmente de colágeno, está 

significativamente aumentada. A atividade da lisil hidroxilase, uma enzima envolvida na 

hidroxilação durante a síntese de colágeno, encontra-se significativamente aumentada em 

glomérulos de ratos diabéticos (Khalifa e Cohen, 1975). Tem sido demonstrado que a alta 

concentração de glicose causa uma redução na degradação mesangial (McLennan et al., 

1994). Além disso, McLennan e colaboradores (2002) demonstraram que na ND 

experimental existe uma redução na atividade das metaloproteinases de matriz extracelular, 

enzimas envolvidas na degradação de matriz extracelular, particularmente as 

metaloproteinases 2 e 9 (McLennan et al., 2002). Dentre os fatores envolvidos no acúmulo 

de matriz extracelular, a hiperglicemia é, sem dúvida, a principal anormalidade metabólica. 

Células mesangiais expostas à alta glicose aumentam a expressão de RNA e a síntese 

protéica de colágeno e fibronectina (Ziyadeh et al., 1994). Em contrapartida, a 

normalização da glicemia tem se mostrado capaz de prevenir estas alterações celulares de 

crescimento, e o subseqüente desenvolvimento de glomeruloesclerose, e em alguns casos, 

há possibilidade de reversão da esclerose glomerular (Fioretto et al., 1998). Alterações 

hemodinâmicas e hiperglicemia têm sido implicadas nas fases iniciais da hipertrofia 

glomerular, entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos na hipertrofia glomerular 

não estão totalmente esclarecidos. Há evidências que suportam um possível papel de fatores 

de crescimento como o transforming growth factor β1 (TGF β1) (Ziyadeh et al., 1994), 

connective tissue growth factor (CTGF)(Wahab et al., 2002), sinalizadores intracelulares 
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como as proteínas quinases ativadoras de mitógenos (MAPK) (Haneda et al, 1997), além de 

proteínas reguladoras do ciclo celular (Shankland, 1997). O estudo dos mediadores da 

hipertrofia glomerular frente ao tratamento anti-hipertensivo pode contribuir para melhor 

compreensão da fisiopatogenia da hipertrofia glomerular e renal, bem como avaliar a 

possibilidade de uma intervenção precoce sobre esta alteração. 

Diversos estudos têm demonstrado um importante papel de proteínas 

reguladoras do ciclo celular na nefropatia diabética. O ciclo celular é dividido em 4 fases 

(G1, S, G2 e M). Células quiescentes (fase G0) entram no ciclo celular na fase G1, 

progredindo à fase S (síntese), onde ocorre a duplicação do DNA. As células prosseguem à 

fase G2 e em seguida entram na fase M (mitose), subdividida em prófase, metáfase, anáfase 

e telófase, seguida pela citocinese (divisão celular). A transição de uma fase do ciclo celular 

para outra é um processo coordenado, seqüencial e sincronizado e que ocorre num tempo 

preciso e em ordem bem definida para assegurar que a célula fique pronta para a replicação 

do DNA (Grana e Reddy, 1995). As proteínas do ciclo celular têm um importante papel na 

proliferação, hipertrofia ou apoptose, eventos que estão relacionados às fases do ciclo 

celular. A proliferação celular requer uma progressão normal pelo ciclo celular; a 

hipertrofia ocorre quando uma célula entra no ciclo celular e interrompe sua progressão na 

fase G1, parada na transição G1/S, e a apoptose está associada à saída do ciclo celular que 

ocorre na fase G1, com subseqüente morte celular (Shankland, 1997a). Cada fase do ciclo 

celular é controlada por proteínas específicas positivas, ciclinas e cinases dependentes de 

ciclina, e proteínas reguladoras negativas do ciclo celular conhecidas como inibidores de 

ciclina dependentes de cinases. A localização das proteínas reguladoras do ciclo celular é 

predominante no núcleo celular e sua principal função é regular a transição entre cada fase 

do ciclo celular. Um complexo chamado ciclina-CDK, formado por duas subunidades: uma 

regulatória, denominada ciclina e outra catalítica, denominada cinase dependente de ciclina 

(CDK) (Morgan, 1995), necessita estar ativado para que o ciclo celular se complete, 

levando a célula à proliferação. Inibidores destes complexos regulam negativamente a 

progressão pelo ciclo celular e são denominados inibidores de CDKs ou CKIs (inibidores 

de cinase dependente de ciclina) (Morgan, 1995). Existem duas famílias de inibidores de 

CDK que são classificados de acordo com sua homologia estrutural e baseados nos 

complexos ciclina CDK inibidos por elas. A família INK4 (p15, p16, p18 e p19) inibe 
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CDKs ativos na fase G1 do ciclo celular (Hannon e Beach, 1994), enquanto os membros da 

família Cip/kip, compreendendo o p21cip1/waf1 (p21cip1), p27kip1 e p57kip2, inibem a 

proliferação 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 

redução de sua expressão, são determinantes críticos para o aparecimento e a proliferação 

celular renal. Apesar de existirem 2 famílias de inibidores de CDK, a maioria dos estudos 

tem demonstrado a participação da família Cip/Kip (p21, p27, p57) nas doenças renais, 

inclusive na ND (Shankland et al., 1996; Wolf et al, 1998). Não se sabe, porém, os 

mecanismos que levam as diferenças na expressão destas proteínas durante proliferação 

celular renal. O inibidor de CDK p21cip1 está normalmente expresso em pequenas 

quantidades nas células glomerulares quiescentes (Shankland et al., 1996). Entretanto, os 

seus níveis aumentam durante a proliferação de células mesangiais quiescentes normais in 

vitro. O inibidor de CDK p27kip1 é expresso em maior quantidade que o p21cip1 em células 

mesangiais quiescentes in vitro. O início da proliferação mesangial in vitro induzido por 

fatores de crescimento mitogênico está associado à diminuição na expressão dos níveis de 

proteína de p27kip1 (Shankland et al., 1997b). O pico da proliferação de células mesangiais 

na glomerulonefrite proliferativa experimental coincide com níveis quase indetectáveis de 

p27kip1 (Shankland et al., 1996). 

No diabetes mellitus experimental, tem sido demonstrado um aumento precoce 

e limitado na replicação de células mesangiais (Young et al., 1995) seguido por uma 

redução na replicação celular, interrupção 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 p21cip1 e p27kip1 tem sido implicados nesta interrupção 

do ciclo celular na fase G1, que leva à hipertrofia renal e glomerular observada no DM 

(Monkawa et al., 2002). Dados de nosso laboratório demonstram que animais SHR e 

diabéticos por um período de 10 dias apresentam redução na replicação celular, hipertrofia 

renal e aumento na expressão de p27kip1(Silveira et al., 2002). O efeito da hiperglicemia nos 

inibidores do ciclo celular, hipertrofia celular e aumento de matriz extracelular é mediado, 

sobretudo pela citocina anti-proliferativa e pró-fibrótica TGF β1 (Monkawa et al, 2002; 

Wolf et al., 1992). Poucos estudos têm investigado os efeitos do tratamento anti-

hipertensivo sobre as alterações de replicação celular e expressão destas ciclinas, por 
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exemplo, o tratamento de animais BBdp com enalapril, um inibidor da enzima de conversão 

da angiotensina, restaurou a expressão aumentada de p16ink4 e p27kip1 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 ativação de proteína quinase C (PKC) (Ayo et al., 1991), via produtos de 

glicosilação não enzimática (Brownlee et al., 1998) e via transforming growth factor beta 1 

(TGF β1) (Shankland e Scholey, 1994). Diversos estudos apontam o TGF β1 como o 

principal mediador de acúmulo de matriz extracelular no diabetes (Shankland e Scholey, 

1994; Sharma e Ziyadeh, 1995). O TGF β1 é uma citocina pleiotrópica, com ações 

autócrina e parácrina, que faz parte da superfamília do transforming growth factor β, da 

qual fazem parte os peptídeos TGF β1, β2 e β3, e tem sido apontada como a principal 

citocina pró-fibrótica na patogênese da glomeruesclerose diabética (Massague e  

Chen, 2000; Bottinger e Bitzer, 2002). Este pode estar numa forma solúvel ou ligado a 

peptídeos presentes na matriz extracelular. Comumente o TGF β1 se encontra sob a forma 

de homodímero, ligado a um peptídeo “latency-associated”. Quando associado ao peptídeo 

tem pobre afinidade de ligação ao seu receptor na membrana celular. Situações como 

ambiente rico em glicose aumentam a expressão de trombospodina-1 e/ou plasmina, 

peptídeos envolvidos na “ativação” do TGF β1 por quebrar a ligação do TGF β1 com o 

peptídeo “latency-associated” (Bottinger e Bitzer, 2002; Yevdokimova et al., 2001). Após 

“ativação”, o TGF β1 se liga ao receptor de membrana celular tipo II do TGF β que é 

fosforilado e ativa o receptor tipo I. Este complexo TGF β1 e receptores inicia uma cascata 

de sinalização intracelular via SMAD (proteínas de sinalização intracelular), SMADs 2, 3 

são fosforiladas se ligam à SMAD 4, formam um complexo que alcança o núcleo da célula 

e então regulam a expressão de genes co-ativadores (MSG1, P/CAF) e co-repressores  

(SKI, SnoN, TGIF) modificando a transcrição gênica do próprio TGF β1 e de outras 

proteínas, como a fibronectina (Bottinger e Bitzer, 2002). Este mecanismo tem sido 

considerado o principal mecanismo fisiopatogênico induzido pelo TGF β1 no rim 

(Bottinger e Bitzer, 2002). Embora o TGF β1 tenha emergido como mediador central no 

eixo de sinalização e produção de matriz extracelular, tem se tornado claro recentemente 

que o TGF β1 participa como importante regulador de proliferação e diferenciação 
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celulares, apoptose, remodelação extracelular e resposta imune, dependendo do contexto 

fisiológico (Bottinger e Bitzer, 2002). Enquanto expansão de matriz mesangial e intersticial 

podem resultar de ativação direta da rede de sinalização do TGF β em células mesangiais e 

miofibroblastos, a cascata de sinalização do TGF β pode ainda iniciar efetores  

pró-apoptóticos em diversas células renais (Schiffer et al., 2001; Schuster et al., 2002) 

inclusive podócitos, resultando em depleção podocitária, a qual foi demonstrada preceder a 

glomeruloesclerose diabética (Coimbra et al., 2000), e transdiferenciação epitélio-

mesenquimal, a qual tem sido implicada no acúmulo de miofibroblastos e atrofia tubular, 

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

Expansão de matriz mesangial e espessamento de membrana basal glomerular 

na ND podem ser devido ao aumento no acúmulo de proteínas normalmente presentes 

nestas estruturas, à deposição de proteínas que normalmente não estão presentes ou ambos 

(Mason e Wahab, 2003). Aumento na síntese de colágeno, laminina e fibronectina têm sido 

demonstrados em modelos humanos e experimentais de ND (Mason e Wahab, 2003), além 

disso, o TGF β1 tem sido apontado como o principal mediador do aumento destas proteínas 

de matriz extracelular na ND (Massague e Chen, 2000; Bottinger e Bitzer, 2002). Estudos 

in vitro fornecem evidência que ambiente rico em glicose aumenta a expressão de TGF β1 

(OH et al, 1998), posteriormente Baricos e colaboradores (1999) demonstraram que o TGF 

β é um potente inibidor de degradação de matriz extracelular, por reduzir a atividade de 

metaloproteinases de matriz extracelular (Baricos et al, 1999). Produção de TGF β1, assim 

como seus receptores são encontrados em células renais expostas ao aumento de glicose 

mimetizando o DM (Bottinger e Bitzer, 2002; Kang et al., 2000; Yamamoto et al., 1996). 

Níveis de proteína e RNA mensageiro de TGF β1 estão 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 níveis de excreção urinária de TGF β1 aumentada 

(Sharma et al., 1997). Camundongos com DM induzido por estreptozotocina tem atenuação 

da hipertrofia glomerular e redução dos níveis de RNA mensageiro de TGF β1 quando estes 

ratos são submetidos a tratamento com anticorpo anti-TGF β1 (Sharma et al., 1996). Além 

disso, camundongos db/db tratados com anticorpo anti-TGF β apresentam redução na 

expressão glomerular de fibronectina (Ziyadeh et al., 2000). Ratos heterozigotos para o 

receptor tipo II do TGF β (TGF β IIR), apresentando expressão reduzida para o TGF β IIR, 
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e diabéticos por estreptozotocina apresentam atenuação na expressão de proteínas de matriz 

extracelular (Kim et al., 2004). Portanto, o TGF β1 surge como o principal candidato como 

mediador do aumento renal de fibronectina. 

A fibronectina é uma proteína envolvida em muitos processos celulares 

incluindo reparo tecidual, coagulação sanguínea, migração e adesão celulares.  

A fibronectina existe sob duas formas principais: dímero glicoproteico insolúvel, que serve 

como ligação na matriz extracelular, a qual é proveniente de fibroblastos, células 

endoteliais e macrófagos, e como ponte dissulfeto presente no plasma (Baron et al., 1990; 

Potts e Campbell, 1994; Potts e Campbell, 1996). No glomérulo renal, a fibronectina, o 

maior componente glicoproteico da matriz extracelular, é mais abundante na matriz 

mesangial, especialmente na interface entre células mesangiais e endoteliais, porém, 

também está presente na membrana basal glomerular, sobretudo nas lâminas rara interna e 

externa (Courtoy et al., 1990). Evidências em humanos e modelos experimentais sugerem 

que o acúmulo renal de fibronectina pode ser marcador de ND (Dixon et al., 1980; Ziyadeh 

et al., 2000). Diversos estudos demonstram que a hiperglicemia aumenta a expressão 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 predisposição genética ao DM, a 

hiperglicemia é seguida de aumento na expressão renal de fibronectina (Ayo et al., 1990). 

Células mesangiais cultivadas em meio rico em glicose aumentam a produção de 

fibronectina mediada pelo TGF β1 (Oh et al., 1998). Por outro lado, experimentos in vitro 

que mimetizam o aumento da pressão intra-glomerular in vivo, demonstram que células 

mesangiais humanas em cultura expostas ao estresse mecânico (estiramento) aumentam a 

produção de fibronectina (Gruden et al., 2000). Este pode inclusive ser um dos mecanismos 

envolvidos na esclerose glomerular secundária ao distúrbio hemodinâmico. Em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) com predisposição ao acidente vascular cerebral  

(SHR “stroke prone”), foi demonstrado aumento de fibronectina renal, em relação 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 alteração 

foi demonstrada nos animais com 25 semanas de idade (Hamagushi et al., 2000). Dados 

recentes de nosso laboratório sugerem que o aumento na expressão renal de fibronectina 

pode representar um fenômeno precoce no desenvolvimento da nefropatia diabética 
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associada à hipertensão arterial (Righetti et al., 2001). Neste estudo ratos SHR tornados 

diabéticos, com 4 semanas de vida, e estudados após um período de 20 dias de DM, 

apresentaram acúmulo de fibronectina renal. Estes dados sugerem que em fase precoce, 

ambos a hiperglicemia e a hipertensão arterial, são necessários para o acúmulo precoce de 

fibronectina nos glomérulos, uma vez que esta alteração não estava presente nos animais 

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

Vários fatores têm sido implicados na progressão da ND, tanto em pacientes 

com DM tipo 1 como no DM tipo 2. O aumento da pressão arterial é um fenômeno 

freqüente na ND (Hovind et al., 2001). Hipertensão arterial tem sido apontada como o 

principal fator secundário associado à progressão de doença renal no DM (Rossing et al., 

1993; Parving et al., 1993). Uma relação estreita entre aumento de pressão arterial e 

redução no ritmo de filtração glomerular têm sido documentada em pacientes portadores de 

DM tipo 1 e 2 (Rossing et al., 1993, Breyer et al., 1996; Yokoiama et al., 1997). Estudos 

clínicos demonstram que o controle da pressão arterial retarda a progressão da ND 

manifesta (Parving et al., 1993). De forma semelhante ao que ocorre em humanos, no 

diabetes experimental a presença de hipertensão arterial é um fator acelerador das lesões 

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 pressão arterial atenua a lesão renal diabética (Cooper et al., 1990;  

Cooper et al., 1992). 

Estudos recentes em diferentes modelos animais demonstram interação entre a 

angiotensina II e o TGF β1 (Wu et al., 1997). Por exemplo, células mesangiais expostas a 

angiotensina II apresentam um aumento na atividade do promoter do TGF β 1, estes efeitos, 

inclusive, são semelhantes àqueles produzidos pelo meio rico em glicose  

(Weigert et al., 2002). Ratos submetidos à nefrectomia subtotal o emprego de um inibidor 

da enzima de conversão 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 expressão de RNAm para TGF β1 e atenuar as alterações funcionais e anatômicas 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-relação entre o sistema 

renina-angiotensina e o TGF β1 na patogênese da doença renal progressiva, incluindo a 

nefropatia diabética.  

Diversos estudos têm 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 àqueles oferecidos por outros agentes anti-hipertensivos no tratamento da 

hipertensão na ND (Lewis et al., 1993, 2001; Brenner et al., 2001). Entretanto, na maioria 

dos estudos a redução da pressão 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 

pressão arterial versus o controle menos intenso da pressão arterial, o controle rigoroso da 

pressão arterial previniu em 37% o risco de doença microvascular (Tight blood pressure..., 

1998). No grupo com controle intensivo os pacientes foram divididos para receber 

tratamento com captopril ou atenolol, uma comparação entre estes grupos não demonstrou 

benefício específico de uma classe de droga sobre outra (Efficacy of atenolol and 

captopril..., 1998). Recentemente uma meta-análise publicada por Casas e colaboradores 

(2005) demonstrou que o efeito renoprotetor do IECA está estreitamente relacionado à 

queda da pressão arterial, e conclui que “um efeito renoprotetor adicional à redução da 

pressão arterial permanece por ser esclarecido” (Casas et al., 2005). Estudos em ratos SHR 

com DM induzido por estreptozotocina não se observaram diferenças significativas entre 

um IECA, e outras drogas anti-hipertensivas na atenuação das lesões renais induzidas pelo 

DM, sendo os efeitos atribuídos apenas à redução da pressão arterial (Cooper et al., 1992). 

Portanto, na ND, um efeito protetor adicional de drogas que bloqueiam o SRA, 

independente da redução da pressão arterial permanece sob investigação. 

A patogênese da albuminúria na ND não é totalmente esclarecida, porém o 

glomérulo parece ter um papel central. A propriedade de exclusão de macromoléculas foi 

inicialmente atribuída à membrana basal glomerular, entretanto, mais recentemente, tem 

sido demonstrado que o diafragma de fenda, estrutura formada entre os podócitos, tem um 
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papel central na regulação da permeseletividade glomerular. Experimentos de mais de 25 

anos atrás em ratos diabéticos já descreviam alargamento do processo podocitário  

(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 extensão do processo podocitário, em pacientes portadores de DM tipo 1, e 

microalbuminúria. Neste estudo a excreção urinária de albumina se correlacionava 

diretamente com a largura do podócito (Berg et al., 1998). Além disso, o número e a 

densidade de podócitos têm 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 alterações precoces na nefropatia 

diabética, têm demonstrado anormalidades nestes podócitos, mais precisamente na 

expressão de proteínas específicas do podócito. Os podócitos se ligam a outros podócitos 

através de interdigitações, e são separados por estreitos espaços (30-40nm), formando poros 

chamados diafragma de fenda. Estudos recentes têm sugerido que a nefrina, uma proteína 

transmembrana encontrada nos podócitos, possui uma larga porção extracelular, e um 

arranjo em forma de “zíper” através da associação de suas próprias moléculas, e é 

responsável pela formação da estrutura do diafragma de fenda. Esta estrutura anatômica 

está envolvida na manutenção da permeseletividade glomerular e, portanto, relacionada à 

albuminúria presente na ND (Kawachi et al., 2000; Wolf et al., 2005). A descrição inicial 

da redução na expressão glomerular de nefrina na ND provém de estudos em biópsia renal 

de pacientes diabéticos (Koop et al., 2003; Benigni et al., 2004). Diversos estudos têm 

demonstrado redução na expressão glomerular de nefrina em modelos animais de 

hipertensão, diabetes além da associação de hipertensão e diabetes (Forbes et al., 2002; 

Bonnet et al 2002; Blanco et al., 2005). Bonnet e colaboradores (2002) demonstraram 

redução da expressão glomerular de nefrina nos animais SHR quando comparados com 

seus controles WKY, neste estudo esta diferença já se encontrava presente a partir de 3 

semanas de vida. Nos estudos com animais SHR tornados diabéticos a demonstração de 

redução da nefrina estava presente apenas após um longo período de diabetes, a partir de 16 

semanas de DM (Bonnet et al., 2002). Dados de nosso laboratório demonstram que animais 

SHR diabéticos apresentam aumento na excreção urinária de albumina precocemente, mais 

precisamente animais com cerca de 7 semanas de vida, após um período de DM de 20 dias 
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(Righetti et al., 2001). Uma pergunta que surge a partir desses dados é quais os fatores 

envolvidos no aumento da EUA nestes animais SHR diabéticos, mais precisamente qual a 

participação da nefrina. Além disso, não há estudos sobre a expressão de nefrina em curto 

período de diabetes, tal como 20 dias, bem como o efeito da prevenção da hipertensão 

arterial sobre a expressão da nefrina. 

Portanto, neste modelo animal, que combina hipertensão arterial genética e 

diabetes mellitus, o mediador no acúmulo renal de fibronectina, o papel das proteínas 

inibidoras do ciclo celular, a expressão renal de nefrina, bem como o efeito do tratamento 

anti-hipertensivo sobre estas anormalidades permanecem por serem esclarecidas.  
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2.1- Investigar a contribuição da hipertensão arterial para a expressão 

glomerular de nefrina de ratos diabéticos geneticamente hipertensos. 

2.2- Avaliar os efeitos da indução do diabetes mellitus na morfologia 

glomerular, replicação celular e proteínas reguladoras do ciclo celular em 

ratos jovens geneticamente hipertensos. 

2.3- Testar os efeitos da prevenção do desenvolvimento da hipertensão arterial 

com drogas que interferem ou não com o sistema renina-angiotensina nos 

eventos acima mencionados. 
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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 Experimentação Animal 

(COBEA). O protocolo foi aprovado pela Comissão de Ética na Experimentação Animal da 

Universidade Estadual de Campinas (protocolo n° 365-1). Os ratos SHR se caracterizam 

por um período de normotensão durante as 4 primeiras semanas de vida, seguido do 

desenvolvimento de hipertensão em 100% dos animais até 12 semanas de idade  

(Okamoto et al., 1966).  

 

3.2- Indução do Diabetes Mellitus 

A indução do diabetes mellitus foi realizada nos ratos após um período de jejum 

noturno (8-12 horas), através da injeção de streptozotocina (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

na dose de 60 mg/kg de peso corporal dissolvida em 0,5 ml de solução de tampão citrato 

pH 4,5, na veia caudal de animais anestesiados. Após a administração da estreptozotocina 

(STZ) os animais permaneciam em jejum por mais 2 horas. Os animais do grupo controle 

receberam injeção endovenosa apenas de tampão citrato.  
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3.3- Protocolo 1 
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3.4- Protocolo 2 

 

 

Anima is 

 4 se ma na s 

 DM 

 

3.5- Confirmação do diabetes mellitus e randomização para tratamento anti-

hipertensivo 

Quarenta e oito horas após a injeção da STZ, foi confirmada a presença do DM 

através da determinação 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 após indução do diabetes os ratos foram randomizados 

para receberem: esquema tríplice [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, São Paulo, Brasil) 300 mg/l, 

SHR+CAP] ou antagonista do receptor tipo 1 da angiotensina II [losartan (Merk Sharp & 

Dome Farmacêutica Ltda, São Paulo, Brasil) 200 mg/l, SHR+LOS], através da diluição 

destas drogas em água de torneira, onde os animais têm livre acesso através de bebedouros. 

As doses de anti-hipertensivos determinadas a partir do volume diário de água 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 laboratório demonstram que estas drogas, e 

nessas doses, são capazes de normalizar a pressão arterial de ratos SHR (Pavan et al., 2003; 

Lehfeld et al., 2004). A glicemia foi também determinada na semana de sacrifício, para 

confirmação de que os animais permaneciam diabéticos. No protocolo 2, animais WKY 

controle e diabéticos foram incluídos conforme descrição anterior. 

 

3.6- Glicemia  

 A glicemia foi realizada estando os animais em jejum por 4 horas, na semana 

de sacrifício, para confirmação que os mesmos permaneceram diabéticos, bem como 

avaliar o efeito da administração das diversas drogas anti-hipertensivas sobre a glicemia. 

Os ratos foram anestesiados, e o sangue obtido a partir da cauda dos ratos foi colocado em 

tubo heparinizado, posteriormente centrifugado, e o plasma utilizado na determinação da 

glicemia através método enzimático-colorimétrico (GOD-PAP, Merk, Darmstadt, 

Alemanha). Resumidamente 10 µl das amostras, do padrão (100 mg%) e dos controles com 

alta (380 mg%) e baixa (60 mg%) concentração 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 espectofotômetro em 

comprimento de onda de 505 nm, de acordo com as instruções do fornecedor. Todas as 

amostras foram analisadas em duplicata.  
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3.7- Pressão Arterial e determinação do peso corpóreo  

A pressão arterial sistólica foi obtida na cauda dos ratos, utilizando-se 

pletismógrafo (Narco Bio System, Huoston, TX, USA). Os animais foram aquecidos a 

39°C, por um período de cerca de 10 minutos, antes da medida da pressão arterial. Durante 

a medida da pressão arterial os ratos estão dispostos num contentor sobre uma placa 

aquecida que mantém a temperatura corporal em 37°C. Foram realizadas pelo menos 5 

medidas de pressão arterial consideradas satisfatórias e o resultado expresso como média 

aritmética destes valores. O peso e a pressão arterial foram determinados nos ratos com 4 

semanas, portanto pré-indução do diabetes, e pré-sacrifício. 

 

3.8- Coleta de urina e determinação de albuminúria  

Na semana do sacrifício os ratos foram colocados em gaiolas metabólicas 

individuais, com acesso à ração levemente hidratada e água de torneira por um período de 

24 horas. A urina foi coletada em provetas, e após o término da coleta o volume urinário foi 

determinado. Cerca de 10 ml da amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos e 

aliquotada a -20°C para posterior determinação da albuminúria. 

A albuminúria foi determinada através do método de imunodifusão radial 

simples (Mancini e Carbonaro, 1965), como anteriormente descrito por nosso laboratório 

(Righetti et al., 2001;  Pavan et al., 2003). Alíquotas de 10 µl de urina foram adicionadas a 

pequenos poços em um gel de agarose 1% e polietilenoglicol 3% contendo anticorpo 

policlonal anti-albumina de rato (Cappel, ICN, Aurora, Ohio) numa concentração 

conhecida (1:400). A leitura dos halos foi realizada 72 horas após a colocação da urina nas 

placas. A partir de uma curva padrão realizada no mesmo gel, com albumina de rato em 

concentração conhecida, a concentração de albumina foi determinada em µg por ml. O 

valor obtido foi multiplicado pelo volume urinário nas 24 horas, obtendo-se o valor da 

excreção urinária de albumina (EUA) em µg 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 extraídos e decapsulados, e o rim esquerdo foi pesado. Os rins 

foram cortados sagitalmente e a camada cortical separada da medular. O córtex foi 

seccionado em pedaços de aproximadamente 2 mm e mergulhado em solução preservadora 

de Hanks (Gibco, Grand Island, NY). O tecido renal coletado de 3-4 ratos foi submetido à 

passagem por peneiras de aço inox (W. Tyler, Mentor, OH) com poros de tamanho 

decrescente 250, 125 e 63µm respectivamente, e nesta última peneira ficam retidos os 

glomérulos, conforme anteriormente descrito (Krakower e Greenspoon, 1954; Silveira et 

al., 2002). A preparação final continha mais de 95% de glomérulos confirmado após exame 

em microscopia de fase. O material imerso em solução de Hanks (Gibco), foi centrifugado 

por duas vezes em 1500 rpm, à 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado, e o 

material sedimentado foi submetido à lise por ultra-som, por cerca de 10 segundos, na 

presença de uma solução tampão (SDS 2% e Tris-HCl 60 mmol pH 6,8) acrescida de 

inibidores de proteases (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN, USA) contendo: 

antipaína, 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 alíquota de 10 µl foi retirada para 

quantificação de proteína. Ao sobrenadante foi adicionado tampão 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 água fervendo, resfriado, aliquotado e 

armazenado a   -80°C. A quantificação de proteína foi realizada através do método de 

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

 

3.10- Imunofluorescência  

Para extração do tecido renal no estudo da fibronectina é necessário 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 sódico a 3%, 

na dose de 50 mg/kg intraperitonealmente, e posteriormente submetidos à laparotomia e 
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dissecção dos grandes vasos da cavidade abdominal. Realiza-se então a introdução de uma 

cânula na aorta abdominal abaixo da artéria renal, e uma ligadura da aorta acima da artéria 

renal esquerda e abaixo da renal direita, procedendo-se então à perfusão renal esquerda de 

forma retrógrada. A perfusão renal foi inicialmente realizada com solução fisiológica a 

0,9% seguida da solução fixadora “methacarn” (metanol 70%, clorofórmio 30% e ácido 

acetil acético glacial 10%). O sistema de perfusão foi acoplado a um manômetro de 

mercúrio, que permite a monitoração da pressão de perfusão durante a infusão das soluções, 

e é ajustado de acordo com a pressão arterial previamente aferida do animal. Ao término da 

perfusão o rim é seccionado sagitalmente e permanece imerso em “methacarn” por 24 

horas, sendo posteriormente transferido para álcool a 70% e em seguida incluído em 

parafina. As lâminas silanizadas foram desparafinizadas com xilol, passando por 

concentrações decrescentes de álcool, foram lavadas em tampão fosfato (PBS) e imersas 

em leite a 5% para bloqueio de ligações inespecíficas por 1 hora, em seguida foram 

incubadas “overnight” com o anticorpo primário anti-fibronectina de rato 1/50 

(Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA, USA). Em seguida procedeu-se à lavagem em 

tampão fosfato e incubação com o anticorpo secundário 1/50 (Sigma) conjugado com FITC 

(isotiocianato de fluresceína). Os cortes foram lavados em PBS pH 7,4 (de 4 a 6 vezes) com 

ajuda de pipeta Pasteur e as lâminas montadas com Permafluor (Thermo Shandon, 

Pittsburgh, USA). 

Para avaliação da expressão de nefrina, o rim direito foi retirado, e após 

remoção cuidadosa da gordura peri-renal e da cápsula, foi secionado longitudinalmente e 

congelado com TFM (meio congelador de tecido) (Triangle Biomedical Sciences, Durhan, 

N.C.) em gelo seco para formação de blocos. Estes foram cortados em criostato em 

espessura de 6µm. Os cortes foram fixados em acetona a 4ºC por 3 minutos, deixando-os 

secar em temperatura ambiente (TA) por 30 minutos. Posteriormente, foram lavados com 

tampão PBS pH 7,4. Bloqueio de ligações inespecíficas 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 (doação do Prof. Hiroshi Kawachi, Institute of Nephrology, 

Nigata University School of Medicine) em diluição de 1:1000, na mesma solução de 

bloqueio, por 30 minutos em câmara úmida e escura, em TA. Os cortes foram novamente 

lavados em PBS pH 7,4 e posteriormente, incubados com anticorpo secundário anti-mouse 
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IgG conjugado com FITC (Amershan Biosciences, RU) em diluição 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 lâminas 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 microscópio de imunofluorescência  

(LEICA, DMLS), imediatamente após realização dos experimentos. A análise 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 pontuação a partir 

de um “score” referente a intensidade de fluorescência (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 não conhecia os grupos que estavam sendo avaliados.  

 

3.11- Western blot  

Para a realização do western blot foi utilizado um “pool” de proteínas extraído a 

partir de glomérulos isolados dos rins de 3-4 animais. A partir de estudos pilotos foi 

determinada a quantidade necessária de proteína e a concentração dos anticorpos a serem 

utilizados no estudo de cada proteína. As proteínas numa quantidade de 20-100µg 

(conforme estudo piloto) foram aplicadas a um gel de SDS-poliacrilamida, de concentração 

entre 8-15%, que contém duas fases, uma superior chamada de empilhamento, contendo 

água destilada, tampão de empilhamento (EDTA 4 mM, SDS 2%, Trizma base 50 mM, pH 

6,7), acrilamida 40%, TEMED (Gibco) e amônio per sulfato (PSA) 10%, e uma fase 

inferior, chamada fase de resolução constituída por água destilada, glicerol, tampão de 

resolução (EDTA 4mM, SDS 2%, Trizma base 750 mM, pH 8,9), acrilamida 40%, TEMED 

(Gibco) e PSA 10%. Após a aplicação sobre o gel as proteínas foram submetidas à 

eletroforese, com voltagem progressiva de 20-40 volts no gel de empilhamento e 40-120 

volts no gel de resolução, 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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proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad), por 2 horas, 

com corrente constante de 200 mA, em tampão de transferência (50 mM Tris-HCl, pH 7,0, 

380 mM glicina, 0,1% SDS e 20% metanol). Esta membrana foi então submetida à 

incubação, com leite desnatado a 5% em TBST (10 mM Tris HCl; 15 mM NaCl e Tween-

20) no protocolo da fibronectina e nefrina, albumina bovina sérica (BSA) 1% em TBST 

para P21Cip1, P27Kip1 e gelatina 1% para TGF β IIR, por 12 horas a 4°C para bloqueio de 

ligações inespecíficas. Em seguida a membrana foi incubada com anticorpo monoclonal 

anti-fibronectina de rato (Calbiochem, La Jolla, CA) na diluição de 1:3000; anticorpo  

anti-nefrina de rato (doação do Prof. Hiroshi Kawachi, Institute of Nephrology,  

Nigata University School of Medicine), anticorpo anti-p27Kip1 (Transduction Laboratories, 

Lexington, KY) na diluição de 1:1.000; anticorpo anti-p21Cip1 (Dako) na diluição 1:3000 e 

anticorpo anti-TGF β IIR (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) na diluição 1:4000 na 

mesma solução de bloqueio por uma hora em TA. Em seguida a membrana foi lavada e 

posteriormente incubada com anticorpo secundário conjugado à HRP, de acordo com a 

espécie do anticorpo primário, por uma hora em TA. 

As bandas imunorreativas foram visualizadas por quimiluminescência 

(SuperSignal TM CL-HRP Substrate System, Pierce, Rockford, IL). A intensidades das 

bandas quantificadas por densitometria computadorizada (BIO-RAD Model GS 700 

Imaging Densitometer). Coloração com Ponceau S foi realizada nas membranas para 

confirmação da uniformidade de concentração de proteínas. Todos os experimentos foram 

realizados pelo menos em duplicata. 

 

3.12- Imunohistoquímica  

A detecção de células em replicação foi realizada utilizando-se 

imunohistoquímica para antígenos nucleares de proliferação celular (PCNA). As lâminas 

previamente silanizadas, foram desparafinizadas em xilol aquecido a 110°C, seguido de três 

lavagens em xilol TA e álcool em concentrações decrescentes, a seguir realizou-se o 

bloqueio de peroxidase endógena com água oxigenada 3%. O anticorpo primário  

anti-PCNA foi aplicado “overnight” na concentração de 1:150 (Santa Cruz, CA, USA), 
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após lavagem com PBS o tecido foi incubado com anticorpo secundário biotinizado na 

concentração 1:200, após nova lavagem com solução tampão, aplicou-se o complexo 

avidina-biotina (ABC) (Vector) e em seguida adicionou-se o tetrahidrocloreto de 

diaminobenzidina (DAB Sigma). As lâminas foram contracoradas com hematoxilina.  

A contagem de células positivas foi realizada em 50 glomérulos e em 20 campos de grande 

aumento na região túbulo-intersticial em cada rato. A média de cada rato foi expressa em 

número de células positivas por glomérulo e campo, respectivamente. Todos os 

experimentos foram quantificados por um examinador que não conhecia os grupos que 

estavam sendo avaliados. 

 

3.13- Morfometria  

As lâminas foram coradas pelo PAS e observadas usando um microscópio 

Leica DMLS (Leica, Bensheim, Germany). Os glomérulos foram analisados sob o aumento 

de 1000 X. Um total de 20 glomérulos corticais, com incidência sobre o pólo vascular, foi 

fotografado de forma aleatória em cada rato. Imagens dos glomérulos foram digitalizadas 

com câmera Canon Power Shot S60 (Canon Inc., Japan) conectados ao microscópio. 

Análise das imagens foi realizada com parâmetros fixos e a morfometria determinada 

através de delineamento manual do perímetro do tufo capilar glomerular usando o 

programa de domínio público 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- Análise Estatística  

Os resultados foram apresentados como média±desvio padrão, exceto para 

EUA a qual foi expressa como média geométrica e variância. A EUA foi analisada após 

transformação logarítimica. Os dados foram analisados por ANOVA através do programa 

Stat View (Power PC version 5.0, Statview, Berkeley, CA). Comparações 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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4.1- Peso Corpóreo 

Após a indução do DM houve um menor ganho de peso nos animais diabéticos 

em relação aos animais controle. O tratamento anti-hipertensivo não modificou o 

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

 

4.2- Pressão arterial 

A presença do DM não alterou de forma significativa a pressão arterial. O 

tratamento anti-hipertensivo reduziu significativamente à pressão arterial, e não houve 

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

 

4.3- Glicemia 

A glicemia foi significativamente mais elevada nos grupo de animais diabéticos 

e não foi modificada pelo tratamento anti-hipertensivo (tabelas 3 e 4).  
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Tabela 1- Parâmetros fisiológicos nos ratos estudados (Protocolo 1) 

Grupo 
Peso inicial 

(g) 

Peso sacrifício 

(g) 

PAS-1 

(mmHg) 

PAS-2 

(mmHg) 

SC 

n=24 
75±9 168±18 118±10 155±12 

SD 

n=30 
76±11 108±28† 119±14 147±14†‡

TRI 

n=19 
78±12 97±16 119±7 113±9 

CAP 

n=25 
76±7 104±24 119±9 115±16 

LOS 

n=20 
74±12 106±23 116±15 108±12 

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

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

PAS-1 pressão arterial sistólica inicial 

PAS-2 pressão arterial sistólica sacrifício 

P<0.05  †SD vs. SC; ‡vs. Grupos tratados 
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Tabela 2- Parâmetros fisiológicos nos ratos estudados (Protocolo 2) 

Grupo 
Peso inicial 

(g) 

Peso sacrifício 

(g) 

PAS-1 

(mmHg) 

PAS-2 

(mmHg) 

WC 

n=13 
111±14 231±18 106±11 125±12 

WD 

n=13 
118±21 161±23* 109±9 126±14 

SC 

n=13 
49±1 123±6 117±11 152±13 

SD 

n=18 
50±3∆ 107±17∆† 118±15∆ 147±14‡∆

TRI 

n=13 
47±3 103±14 115±16 108±10 

CAP 

n=15 
50±7 95±16 120±7 113±19 

LOS 

n=14 
52±5 

103±14 

 
116±8 112±10 

WC= WKY controle, WD= WKY diabético, SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético 

tratado com esquema tríplice, CAP = SHR diabético tratado com captopril, LOS = SHR diabético tratado com 

losartan. 

PAS-1 pressão arterial sistólica inicial 

PAS-2 pressão arterial sistólica sacrifício 

P<0.05  †SD vs. SC; ‡SD vs. Grupos tratados; *WC vs. WD; ∆SD vs. WC e WD 
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Tabela 3- Glicemia, diurese e albuminúria dos animais estudados (Protocolo 1) 

Grupo 
Glicemia 

(mg%) 

Diurese 

(ml/24h) 
Albuminúria (µg/24h) 

SC 

n=24 
116±28 28±8,6 

186 

(57-717) 

SD 

n=30 
513±57† 35±8,0†

400†‡

(111-501) 

TRI 

n=19 
523±87 36±5,8 

171 

(62-381) 

CAP 

n=25 
506 ±101 38±4,3 

210 

(68-449) 

LOS 

n=20 
521±118 39±5,0 

190 

(70-543) 

SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético tratado com esquema tríplice, 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 albuminúria dos animais estudados (Protocolo 2) 

Grupo 
Glicemia 

(mg%) 

Diurese 

(ml/24h) 
Albuminúria (µg/24h) 

WC 

n=13 
141±34 34±7,0 84 (62-141) 

WD 

n=13 
521±44* 53±10,0* 

263* 

(78-1033) 

SC 

n=13 

 

119±32 28±8,6 
158 

(66-370) 

SD 

n=18 
403±72† 35±8,0†∆

416 †‡∆

(341-479) 

TRI 

n=13 
428±50 36±5,8 

205 

(90-381) 

CAP 

n=15 
410±54 37±4,3 

228 

(85-330) 

LOS 

n=14 
423±93 39±5,0 

182 

(69-449) 

WC = WKY controle, WD= WKY diabético, SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético 

tratado com esquema tríplice, 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; ∆SD vs. WD  
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4.4- Volume urinário e excreção urinária de albumina 

Os animais diabéticos apresentaram um aumento significativo do volume 

urinário (tabelas 3 e 4). A albuminúria aumentou de forma significativa no grupo de 

animais diabéticos em relação aos seus respectivos controles, e o tratamento  

anti-hipertensivo previniu o aumento na EUA, não havendo diferença 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 relação ao SHR, não 

havendo diferença entre os animais diabéticos e controle da mesma linhagem. Como existe 

diferença significativa no ganho de peso corpóreo 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 é 

corrigido pelo peso do rato, os animais SHR diabéticos apresentam tamanho renal 

aumentado, entretanto a prevenção da hipertensão arterial não modificou o peso do rim em 

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

Grupo Peso rim (g) Peso rim/Peso rato x 100 

SC 

n=24 
0,68±0,12 0,42±0,05 

SD 

n=30 
0,66±0,12 0,63±0,09†

TRI 

n=19 

0,60±0,15 

 
0,62±0,08 

CAP 

n=25 

 

0,72±0,12 

 

0,69±0,09 

LOS 

n=20 
0,70±0,13 0,69±0,01 

SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético tratado com esquema tríplice, 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 razão peso do rim/peso do animal (Protocolo 2)  

Grupo Peso rim (g) Peso rim/Peso rato x 100 

WC 

n=13 
0,98±0,12 0,42±0,04 

WD 

n=13 
0,89±0,12 0,53±0,06* 

SC 

n=13 
0,71±0,12 0,43±0,04 

SD 

n=18 
0,65±0,12 0,62±0,06†∆

TRI 

n=13 
0,70±0,14 0,69±0,13 

CAP 

n=15 
0,72±0,13 0,59±0,10 

LOS 

n=14 
0,63±0,15 0,63±0,09 

WC = WKY controle, WD= WKY diabético, SC = SHR controle, SD= SHR diabético, TRI = SHR diabético 

tratado com esquema tríplice, 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; ∆SD vs. WD  

 

4.6- Nefrina 

A expressão glomerular de nefrina foi avaliada por imunofluorescência e 

Western Blot, e encontra-se reduzida de forma significativa nos animais SHR diabéticos. A 

prevenção da hipertensão arterial foi capaz de impedir à redução na expressão 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 redução da nefrina que se correlaciona de forma inversa com o aumento na 

albuminúria. 

Resultados 

74



 

Figura 1- Imunofluorescência 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 tríplice (TRI) (n=5) (E), captopril (CAP) (n=5) (F) ou 

losartan (LOS) (n=5) (G). Painel (H) mostra intensidade de fluorescência 

(determinado como descrito nos métodos) para nefrina em ratos controle SHR 

(SC), SHR diabéticos (SD), e SHR tratados com terapia tríplice (TRI), captopril 

(CAP) ou losartan (LOS). #p<0.005 comparado com os demais grupos. 
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Figura 2- Expressão glomerular de nefrina nos ratos SHR. A. Western blot para nefrina em 

glomérulos isolados. O experimento mostra 30 µg 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 tríplice (TRI) 

(n=3), captopril (CAP) (n=4) ou losartan (LOS) (n=4). Cada banda representa 

um “pool” de 3-4 ratos. B. Análise densitométrica da expressão glomerular de 

nefrina. As colunas representam média ± desvio padrão. 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- Análise Morfométrica 

A superfície glomerular foi significativamente maior no grupo SHR diabético. 

A hipertrofia glomerular observada no grupo SHR diabético foi corrigida com a prevenção 

da hipertensão arterial. A prevenção 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 expressão 

das proteínas envolvidas no acúmulo de matriz extracelular, fibronectina e TGF β1, além 

das proteínas envolvidas na replicação celular e consequentemente na hipertrofia 

glomerular p21Cip1 e p27kip1. 

 

4.6- Sistema TGF β e Fibronectina  

Como anteriormente demonstrado (Righetti et al., 2001) houve aumento 

significativo na expressão glomerular de fibronectina nos animais SHR diabéticos  

(figuras 4 e 5). Com o intuíto de determinar o mediador do aumento de fibronectina 

estudamos o sistema TGF β, através do receptor TGF β IIR, o principal ligante da citocina 

pró-fibrótica TGF β1 (Bottinger e Bitzer, 2002). A expressão do TGF β IIR foi 

significativamente maior no grupo de animais SHR diabético, e foi corrigida com o 

tratamento anti-hipertensivo em todos os grupos. Não houve benefício específico de drogas 

que interferem no SRA sobre o esquema tríplice (figura 6). De forma semelhante o 

tratamento anti-hipertensivo reduziu de forma significativa o acúmulo precoce de 

fibronectina (figuras 4 e 5).  
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Figura 3- Superfície glomerular renal. A superfície glomerular foi determinada em µm2 de 

20 glomérulos corticais de ratos SHR controle (SC) (n=3), SHR diabéticos (SD) 

(n=3), e SHR tratados com terapia tríplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=3) 

ou losartan (LOS) (n=3). As colunas representam média ± desvio padrão. 
#p<0,005 comparado com os demais grupos. 
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Figura 4- Imunofluorescência 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 tríplice (TRI) (n=3) (C), captopril (CAP) (n=4) 

(D) ou losartan (LOS) (n=4) (E). Painel (F) mostra intensidade de fluorescência 

(determinado como descrito nos métodos) para fibronectina em ratos controle 

SHR (SC), SHR diabéticos (SD), e SHR tratados com terapia tríplice (TRI), 

captopril (CAP) ou losartan (LOS). #p<0,005 comparado com os demais grupos. 

Resultados 

79



 

Figura 5- Expressão de fibronectina no rim de ratos SHR. A. Western Blot para 

fibronectina nos glomérulos lisados. O experimento mostra 20 µg de lisado 

glomerular de ratos SHR controle (SC) (n=4), SHR diabéticos (SD) (n=4), e 

SHR tratados com terapia tríplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=4) ou 

losartan (LOS) (n=4). Cada banda representa um “pool” de 3-4 ratos. B. 

Análise densitométrica dos níveis de fibronectina glomerular. As colunas 

representam média ± desvio padrão. #p<0,005 comparado com os demais 

grupos. 
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Figura 6- Expressão de TGF β IIR no rim de ratos SHR. A. Western Blot para TGF β IIR 

nos glomérulos lisados. O experimento mostra 80 µg de lisado glomerular de 

ratos SHR controle (SC) (n=4), SHR diabéticos (SD) (n=4), e SHR tratados com 

terapia tríplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=4) ou losartan (LOS) (n=4). 

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

níveis de TGF β IIR glomerular. As colunas representam média ± desvio padrão. 
#p<0.005 SD comparado com os demais grupos; †p=0,01 CAP comparado ao 

SC.  
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4.7- Replicação Celular, P21Cip1 e P27kip1

A indução do diabetes reduziu significativamente a replicação celular avaliada 

pelo PCNA no grupo de animais SHR diabéticos, tanto no glomérulo como na região 

túbulo-intersticial. A replicação celular glomerular foi restaurada nos animais SHR 

diabéticos tratados com os diversos anti-hipertensivos (figura 7), entretanto na região 

túbulo-intersticial o tratatamento anti-hipertensivo não foi capaz de restaurar a replicação 

celular a valores semelhantes ao grupo SHR controle.  

Para investigar o potencial papel das proteínas reguladoras do ciclo celular na 

redução da replicação glomerular, estudamos a expressão das ciclinas p21Cip1 e p27kip1. 

Apenas a expressão da ciclina p27kip1 encontrava-se elevada no grupo SHR diabético, 

porém o controle da pressão arterial não foi capaz de corrigir este aumento na expressão do 

p27kip1 (figura 8). A expressão do p21Cip1 encontrava-se reduzida nos animais diabéticos e 

não foi modificada pelo tratamento anti-hipertensivo (figura 9).  
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Figura 7- Imunohistoquímica para identificação 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 tríplice (TRI) (n=3) (C), captopril (CAP) (n=4) (D) ou 

losartan (LOS) (n=4) (E). F. Número de células em replicação por glomérulo. 

Células positivas foram contadas em 50 glomérulos de cada rato. As colunas 

representam a média±desvio padrão. #p<0,05 comparado com o grupo SC. 
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Figura 8- Expressão de p27kip1 no rim de ratos SHR. A. Western Blot para p27kip1 nos 

glomérulos lisados. O experimento mostra 30 µg de lisado glomerular de ratos 

SHR controle (SC) (n=4), SHR diabéticos (SD) (n=4), e SHR tratados com 

terapia tríplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=5) ou losartan (LOS) (n=3). 

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

níveis de p27kip1 glomerular. As colunas representam média ± desvio padrão. 
#p=0,008 comparado com o grupo SC, †p<0,05 comparado com o grupo SC.  
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Figura 9- Expressão de p21cip1 no rim de ratos SHR. A. Western Blot para p21cip1 nos 

glomérulos lisados. O experimento mostra 60 µg de lisado glomerular de ratos 

SHR controle (SC) (n=4), SHR diabéticos (SD) (n=4), e SHR tratados com 

terapia tríplice (TRI) (n=3), captopril (CAP) (n=4) ou losartan (LOS) (n=4). 

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

níveis de p21cip1 glomerular. As colunas representam média ± desvio padrão. 
#p<0,005 comparado com o grupo SC. 
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5- DISCUSSÃO 
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Em pacientes com DM e em modelos de ND experimental a presença de 

hipertensão arterial é 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 características fundamentais da doença renal secundária ao DM, o ambiente 

hiperglicêmico e a hipertensão arterial. Tem sido demonstrado que este modelo apresenta 

muitas características semelhantes à lesão renal diabética encontrada em humanos  

(Steffes et al., 1994), incluindo albuminúria progressiva com subseqüente desenvolvimento 

de proteinúria, espessamento de membrana basal e expansão de matriz mesangial  

(Cooper et al., 1988). Nosso estudo demonstra a importância da hipertensão arterial 

genética em alterações fisiopatológicas precoces da ND. Além disso, demonstramos o 

benefício da prevenção do desenvolvimento de hipertensão arterial neste modelo 

experimental de ND. No nosso modelo a prevenção das lesões renais foram independentes 

da droga anti-hipertensiva interferir ou não no SRA. 

Hipertrofia glomerular é uma característica anátomo-patológica marcante da 

ND (Osterby e Gundersen, 1975; Osterby et al., 1987). Esta é resultado do espessamento da 

membrana basal, associado à hipertrofia de células mesangiais e expansão do mesângio 

glomerular. A interrupção de progressão do ciclo celular, com conseqüente aumento na 

síntese protéica sem replicação celular leva a hipertrofia de células mesangiais e aumento 

de matriz extracelular (Hirose et al., 1982; Wolf et al., 2001). Dados de nosso laboratório, 

sugerem, que o aumento na expressão renal de fibronectina pode representar um fenômeno 

precoce no desenvolvimento da nefropatia diabética associada à hipertensão arterial 

(Righetti et al., 2001). Combinados com defeitos hemodinâmicos, hipertensão arterial e/ou 

hipertensão glomerular, podem desencadear esclerose glomerular, modificar a filtração 

glomerular e levar a proteinúria, resultando em insuficiência renal (Rossing et al., 1993; 

Hirose et al., 1982; Wolf et al., 2001). Nosso estudo demonstrou que a prevenção da 

hipertensão arterial pode impedir a hipertrofia glomerular, restaurar a redução na replicação 

celular e impedir o acúmulo precoce de fibronectina glomerulares. Portanto, uma 

intervenção precoce na pressão arterial pode prevenir o início da glomeruloesclerose 

diabética, e mais, este efeito foi independente da classe de droga anti-hipertensiva utilizada, 

haja vista não 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 após o diagnóstico 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 é 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 redução de replicação na região túbulo-intersticial, entretanto no nosso 

estudo o efeito de prevenção de hipertrofia esteve presente apenas na região glomerular. 

Provavelmente, este achado explica a ausência de correção do peso do rim com a prevenção 

da hipertensão arterial. 

Albuminúria é uma característica marcante da ND (Estacio e Schrier, 2001).  

A presença de albuminúria tem sido apontada como um fator de risco independente para a 

cardiopatia isquêmica e aumento de mortalidade por doença 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 proteinúria por si pode 

contribuir para a lesão glomerular (Remuzzi e Bertani, 1990). Pacientes portadores de DM 

tipo 1 e proteinúria apresentam pior prognóstico renal, inclusive nas fases mais precoces da 

ND (Rossing et al., 1993). No nosso modelo animal, a presença de hipertensão arterial e 

diabetes mellitus aceleraram o aumento na albuminúria. Este último foi prevenido pela 

instituição precoce do tratamento anti-hipertensivo.  

Uma relação entre redução de expressão de nefrina e aumento na albuminúria 

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 redução da nefrina 

não é completamente esclarecido. Intervenções farmacológicas em modelos animais 

suportam a hipótese de que um aumento na atividade da angiotensina II pode estar 

envolvida na lesão podocitária no diabetes experimental. De interesse, administração de 

bloqueadores do receptor da angiotesina II tipo 1 ou inibidores da enzima conversora da 

angiotensina atenuaram o alargamento do processo podocitário e restauraram a expressão 

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 produção de angiotensina II em podócitos após estresse mecânico, o qual mimetiza o 

efeito da hipertensão arterial. Neste estudo a formação de angiotensina II conseqüente ao 

estresse mecânico foi independente da enzima conversora da angiotensina (Durvasala et al., 

2004). No nosso estudo, a prevenção da hipertensão arterial foi capaz de impedir a redução 

da nefrina independente da droga interferir ou não sobre o SRA. Nos estudos anteriores 

onde o efeito de restabelecimento da nefrina foi atribuído a interferência sobre a 

angiotensina II os animais tratados com IECA ou AT1 tinham pressão inferior ao grupo 

correspondente em estudo. De interesse, no estudo realizado por Bonnet e colaboradores 

(2001) a pressão arterial no grupo tratado com irbesartan foi 36 mmHg menor que no grupo 

controle (Bonnet et al., 2001). Desta forma, esta é a primeira demonstração de que fatores 

hemodinâmicos (hipertensão arterial) têm importância crucial na regulação da expressão da 

nefrina, de forma a se sobrepor aos efeitos da angiotensina II que não hemodinâmicos. 

Outro aspecto interessante é que a redução na albuminúria com o tratamento anti-

hipertensivo ocorreu independente da manutenção da hiperglicemia. Diversos estudos em 

pacientes com ND demonstram que o controle pressórico é mais efetivo que o controle da 

glicemia no tratamento da ND (Intensive blood-glucose control..., 1998), e ainda não é 

possível excluir a possibilidade que ambas as anormalidades a hipertensão arterial e a 

hiperglicemia apresentem uma via de sinalização única. 

O TGF β1 tem sido implicado como o mediador comum final das principais 

lesões da ND (Ziyadeh et al., 1994), inclusive como o principal mediador implicado na 

produção de proteínas de matriz extracelular, dentre elas a fibronectina (Oh et al., 1998). 

|Os fatores mediando aumento na expressão de TGF β1 na ND provavelmente envolvem 

hiperglicemia e/ou deficiência de insulina (Sharma e Ziyadeh, 1994), fatores 

hemodinâmicos intraglomerulares (Cortes et al., 1994), sistema renina-angiotensina 

(Kagami et al., 1994), “insulin-like growth factor” e ativação de PKC (proteína cinase C) 

(Koya e King, 1998). Células mesangiais submetidas a estresse por “estiramento” 

apresentam aumento na secreção e ativação de TGF β1, este mecanismo pode participar na 

glomeruloesclerose que se segue a hipertensão no capilar glomerular (Riser et al., 1993). 

No nosso trabalho a prevenção do desenvolvimento da hipertensão resultou na 

normalização da expressão do TGF β IIR bem como previniu o acúmulo de  
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fibronectina. Aumento na expressão de TGF β1 no córtex renal tem sido descrito de forma 

precoce, 24 horas após o surgimento do diabetes, e este aumento precede o aumento na 

expressão 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 β1 tem redução na concentração sérica de TGF β1, na expansão de 

matriz mesangial e principalmente não apresentam piora na filtração glomerular  

(Ziyadeh et al., 2000). Interessante ressaltar que estes animais, apesar da  

manutenção da proteinúria, apresentaram melhora na função renal. Este último achado foi 

confirmado por outros autores (Wolf et al., 2005), onde o bloqueio do TGF β1  

protege a ND independente da proteinúria, demonstrando que possivelmente  

outros mediadores estão envolvidos na determinação da proteinúria na ND.  

Recentemente tem sido sugerido que o “vascular endotelial growth factor”  

pode ser a citocina envolvida na regulação da permeseletividade glomerular  

(Wolf et al., 2005).  

Diversos estudos têm demonstrado que anormalidades na replicação celular 

podem contribuir para o desenvolvimento da doença renal no diabetes mellitus  

(Shankland e Wolf, 2000). Em particular, elevação na expressão de inibidores de CDK 

p21cip1 e p27kip1 parece ser crítica para hipertrofia glomerular e desenvolvimento de 

albuminúria. Tanto a hipertrofia glomerular como a de células mesangiais, em 

camundongos diabéticos por estreptozotocina, foram acompanhados por aumento nos 

níveis de p21cip1 (Kuan et al., 1998). Estudo subseqüente demonstrou que camundongos 

“knockout” para p21cip1 e diabéticos por estreptozotocina não apresentavam hipertrofia 

glomerular mesmo com aumento na expressão de TGF β (Al Douahji et al., 1999).  

Em outro estudo realizado em cultura de células musculares lisas, foi demonstrado que o 

uso de um “antisense” para p21cip1 resultou numa inibição de proteínas de matriz 

extracelular, inclusive fibronectina (Weiss et al., 2002). Células mesangiais humanas em 

cultura estimuladas com insulin growth factor-1 apresentam aumento na expressão de 

p21cip1 e hipertrofia, e à adição de “antisense” para p21cip1 foi capaz de atenuar a hipertrofia 

de células mesangiais (Fan e Weiss, 2004). Recentemente, foi demonstrado que o  

TGF β1 e produtos de glicosilação avançada, através do seu receptor (RAGE), convergem 

em uma única via de sinalização, através de uma proteína de transcrição o STAT5,  
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levando a interrupção do ciclo celular através do p21cip1. Entretanto, o estímulo com  

RAGE levando ao aumento na produção de matriz extracelular era dependente do  

TGF β1 quando avaliado pela expressão do seu receptor TGF β IIR (Brizzi et al., 2004).  

A participação da ciclina p27kip1 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 

expressão de p27kip1 (Wolf et al., 1997). Camundongos db/db apresentam aumento na 

expressão de p27kip1 em relação 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 p27kip1 apresentavam atenuação na expansão 

mesangial e hipertrofia glomerular e prevenção do surgimento de albuminúria (Awazu et 

al., 2003). Recentemente foi demonstrado em camundongos que a deleção parcial do gene 

do p27kip1 é parcialmente protetor, e a deleção completa foi capaz de atenuar as alterações 

funcionais e estruturais na ND experimental, esta proteção foi independente da presença de 

hiperglicemia (Wolf et al., 2005 b). O mecanismo protetor não está totalmente esclarecido, 

porém parece envolver mecanismos além de prevenção de hipertrofia renal causada por 

interrupção do ciclo celular, bem como alterações sobre migração celular e transição 

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 participação da angiotensina II na hipertrofia celular induzida por alta 

glicose e mediada por p27kip1 tem sido demonstrada. Em trabalho anteriormente citado, 

Wolf e Stahl demonstraram que expressão de p27 estava aumentada no túbulo proximal 

de células estimuladas com angiotensina II e que a adição de um “antisense” de p27

impedia a hipertrofia mediada por angiotensina II (

kip1 

kip1 

Wolf et al., 1998). Posteriormente, Wolf 

e colaboradores (1999), num modelo de ratos BBdp, demonstraram que após o início do 

diabetes os animais apresentavam aumento da expressão de p16INK4, p27kip1 e p21cip1, e o 

tratamento com IECA (enalapril) por 3 semanas, foi capaz de normalizar apenas a 

expressão das ciclinas p16 INK4 e p27 kip1 (Wolf et al., 1999). Recentemente foi demonstrado 
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que podócitos cultivados em meio rico em glicose apresentam aumento na expressão de 

p27kip1 e hipertrofia celular, e o tratamento com um bloqueador do receptor tipo 1 da 

angiotensina II restaurou os níveis de p27kip1 e preveniu a hipertrofia celular  

(Xu et al., 2005). Entretanto, neste último estudo os animais não apresentavam hipertensão 

arterial. Nossos resultados confirmam os resultados anteriores. Além disso, na presença de 

hipertensão arterial, o efeito de bloqueio de progressão no ciclo celular com conseqüente 

hipertrofia glomerular pode ser prevenido com o controle rigoroso e precoce da pressão 

arterial, independe do tratamento anti-hipertensivo interferir ou não com a angiotensina II. 

Esta é a primeira demonstração in vivo de que a prevenção da hipertensão arterial é capaz 

de restaurar a replicação celular renal. 

Dados iniciais de uma participação do TGF β na regulação do ciclo celular foi 

inicialmente descrito por Wolf e colaboradores em 1992. Neste estudo a adição de glicose 

foi acompanhada por aumento de proliferação de células mesangiais e revertida com a 

adição de TGF β (Wolf et al., 1992). Posteriormente, Poliak e colaboradores  

(1994) demonstraram em células epiteliais de furão que o TGF β1 interrompia  

o ciclo celular na fase G1 e que esta interrupção era acompanhada por  

aumento na expressão de p27cip1 (Poliak et al., 1994). Estudo em células mesangiais de 

humanos demonstrou que a adição de CTGF, uma citocina multifuncional,  

levou a interrupção do ciclo celular na fase G1, acompanhado de aumento na expressão  

de p15INK4, p27kip1 e p21cip1 e ainda o CTGF era o mediador dos efeitos  

anti-proliferativos do TGF β1 (Wahab et al., 2002). Além disso, Monkawa e  

colaboradores (2002) em cultura de células mesangiais, demonstraram que o efeito 

hipertrófico do TGF β1 é reduzido na ausência das ciclinas p27kip1 e p21cip1 

 (Monkawaet al., 2002). Portanto, no nosso estudo a prevenção no aumento da expressão do 

receptor do TGF β1 pode ser o responsável pelas correções da replicação celular 

encontradas.  

Em resumo, os animais SHR diabéticos por 20 dias apresentam anormalidades 

precoces como: aumento na albuminúria e redução de nefrina; hipertrofia  

glomerular, redução de replicação celular e aumento na expressão de fibronectina e TGF 

β1, bem como da ciclina inibitória p27kip1. A prevenção da hipertensão arterial foi capaz de 
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impedir as alterações precoces na nefropatia diabética experimental. Estas informações 

podem contribuir para a prevenção da nefropatia em indivíduos diabéticos  

com predisposição à hipertensão arterial. 
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6- CONCLUSÃO 
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Em ratos SHR jovens a indução do diabetes mellitus resultou em acúmulo 

precoce de TGF β1, fibronectina e hipertrofia glomerular, além de redução da replicação 

celular com aumento na expressão de p27kip1. A expressão glomerular de nefrina que estava 

reduzida nos animais SHR diminuiu de forma mais acentuada na presença do diabetes 

mellitus. 

A prevenção da hipertensão arterial foi capaz de restaurar as anormalidades 

precoces presentes nos rins dos ratos SHR diabéticos, independente da classe da droga anti-

hipertensiva utilizada. Essa observação reforça o papel da hipertensão arterial nestas 

alterações. 

É possível que as alterações observadas nos rins dos ratos SHR diabéticos 

possam estar envolvidas no mecanismo pelo qual a hipertensão arterial e o diabetes mellitus 

interagem para exacerbar a nefropatia. 
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