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RESUMO




Com a finalidade de estudar se a genética da hipertensdo modifica os eventos
celulares renais observados no diabetes mellitus experimental, estudou-se a replicag@o
celular renal e sua regulagio por um inibidor de quinase dependente de ciclina (CDK), o
p27%®! em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) em fase pré-hipertensdo € seus
controles geneticamente normotensos, os ratos Wistar Kyoto (WKY), com diabetes mellitus
induzido por estreptozotocina. A injegdo de estreptozotocina foi administrada nos animais
com 4 semanas de idade e os estudos realizados ap6s10 dias de duragio do diabetes. A
replicagdo celular foi estimada pela incorporagdo de bromodeoxiuridina (BrdU), um
analogo da timidina que liga-se a0 DNA na fase de sintese, através da técnica de
imunohistoquimica. Nos ratos SHR diabéticos, o mumero de células BrdU positivas
glomerulares e tubulo-intersticiais foi significativamente menor que em ratos SHR
controles; nimero de células positivas/50 glomérulos: 0,6+0,3 vs 13,2+1,7 (p<0,05) e
nimero de células tibulo-intersticiais positivas/50 campos de um reticulo de 0,02 mm :
2,8+0,6 vs 48,6+9,7 (p<0,05). Por outro lado, nfio houve diferenga no nimero de células
renais em replicagio nos ratos WKY diabéticos e controles (14,3£3,5 vs 14,01,8 ¢
66,4+11,5 vs 63,9+10,6 para glomérulos e tiibulo-intersticio, respectivamente). O peso do
rim aumentou significativamente em ambas as linhagens de ratos diabéticos. Entretanto o
peso do rim do rato SHR diabético foi signifcativamente maior que o rato WKY diabético
(0,55+0,02 vs 0,51+0,01, peso do rim/peso corpdreo, p<0,05). Em glomérulos isolados, a
expressio de p27°®', detectada por Western Blot foi significativamente maior nos ratos
SHR diabéticos que nos ndo-diabéticos (1,52+0,14 vs 1,00+0,10, % do controle, p=0,0052).
Em conclusio, a resposta na replicagdo de células renais ao diabetes mellitus difere
marcadamente entre os ratos SHR pré-hipertensos e seus controles, os ratos WKY. E
possivel que a diminui¢do na replicagdo de células glomerulares e a hipertrofia renal
observada nos ratos SHR diabéticos pré-hipertensos sejam, pelo menos em parte, mediados
pela maior expressdo do inibidor de CDK, 0 p27"".
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Em pacientes com diabetes mellitus (DM), a susceptibilidade a doenga renal
diabética é variavel (BORCH-JOHNSEN, ANDERSEN, DECKERT, 1985). Nefropatia
diabética (ND) ¢ um termo clinico utilizado para definir a presenga de proteinuria, superior
a 500 mg/24 hs, em portador de DM, na maioria das vezes de longa duragéo (superior a 10
anos) e freqiientemente acompanhada de retinopatia diabética e hipertensdo arterial
(LOPES DE FARIA, 1994; PARVING er al., 1996). A prevaléncia de micro ou
macroalbumintria é de cerca de 35% em pacientes com DM insulino-dependentes (DMID
ou tipo 1). Em pacientes com DM nZo insulino-dependentes (DMNID ou tipo 2) a
prevaléncia varia de 6 a 50%, dependendo da origem étnica considerada (COWIE ez al.,
1989; NELSON et al., 1989). Em geral, a ND como causa de insuficiéncia renal cronica
(IRC) é mais freqiiente no DM tipo 2 por ser este tipo de diabetes mais prevalente.
Individuos com DM tipo 1 raramente desenvolvem ND antes de 10 anos de duragdo, por
outro lado aproximadamente 3% de portadores de DM tipo 2 recém-diagnosticados ja
apresentam proteinuria (GALL et al., 1991). O risco desta complica¢do € maior na segunda
década de duragdo da doenga em individuos com DM tipo 1, decaindo posteriormente, de
forma que o risco de desenvolvimento de ND nestes pacientes com 30 anos de duragé@o da
doenga ou mais é baixo (BORCH-JOHNSEN, ANDERSEN, DECKERT, 1985:
KROLEWSKI et al., 1985). A razio pela qual somente uma fracdo dos portadores de DM
tipo 1 desenvolve nefropatia diabética ainda ndo esta totalmente elucidada (VIBERTI et al.,
1983), porém varios mecanismos tém sido sugeridos, entre eles a predisposigdo genética
que, alguns autores, acreditam estar relacionada a hipertensdo arterial essencial
(KROLEWSKI et al., 1988; MANGILI er al., 1988; LOPES DE FARIA ef al., 1992) e
fatores hemodinamicos (MOGENSEN & CHRISTENSEN, 1984).

Um estudo multicéntrico e prospectivo, o “Diabetes Control and Complications
Trial” (DCCT, 1993), envolvendo um grande numero de pacientes com DM tipo 1,
demonstrou a importancia do controle glicémico. Em relagdo a nefropatia diabética, o
controle glicémico isoladamente foi capaz de reduzir em cerca de 50% a chance de
desenvolver micro ou macroalbuminiria, sugerindo que a hiperglicemia é um importante

fator para o desenvolvimento da nefropatia, porém ndo € o tnico.
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Outro estudo, também prospectivo, o “UK Prospective Diabetes Study”
(UKPDS, 1998) mostrou que 0 controle glicémico intenso reduziu o risco de complicagdes
microvasculares em pacientes com DM tipo 2. A redugdo na probabilidade de progressao
da albumintria pelo tratamento intensivo foi de 39%. Menos de 1% dos pacientes deste
estudo desenvolveram insuficiéncia renal, apesar deste tipo de diabetes, em muitas
populagdes, ser a sua principal causa.

Virias linhas de evidéncias sugerem que a predisposi¢ao familiar a hipertensao
arterial essencial pode aumentar o risco de lesdo renal em pacientes com DM tipo 1
(VIBERTL, 1990 ). VIBERTL, KEEN, WISEMAN (1987) demonstraram que pais ndo-
diabéticos de individuos com nefropatia tinham niveis elevados da pressdo arterial quando
comparados aos pais de diabéticos sem nefropatia. KROLEWSKI ez al.(1988) confirmaram
essas observagdes demonstrando que a historia familiar de hipertensdo é encontrada mais
freqiientemente em pais de pacientes com DM tipo 1 e proteinuria do que naqueles com
excrecdo urinaria de proteina normal. A hipertensdo em pacientes com DM tipo 1
desenvolve-se, portanto, principalmente em associagdo a albuminiria. Pacientes que nio
desenvolvem nefropatia permanecem normotensos apesar do longo tempo de duragdo do
diabetes mellitus e idade avancada (PARVING et al., 1981; OAKLEY et al., 1974;
BORCH-JOHNSEN, NISSEN, NERUP, 1985). Estas observacdes sugerem associagao
entre predisposi¢do a hipertensdo arterial e susceptibilidade a complicagdes renais em

pacientes com DM tipo 1.

H4 pouco mais de 20 anos, CANESSA e colaboradores relataram que pacientes
com hipertensdo arterial essencial apresentam aumento na atividade do contratransporte de
sodio e litio (CT Nat/Lit) em hemacias quando comparados a individuos normotensos
(CANESSA et al., 1980). Posteriormente, foi demonstrado que filhos normotensos de pais
hipertensos também apresentam elevacdo do CT Na+/Li+ em heméacias quando comparados
aos filhos de pais normotensos (VIBERTIL, KEEN, WISEMAN, 1987). Estas observagdes
levaram a sugestio de que o CT Na+/Li+ em hemacias seria um marcador de predisposi¢do
a hipertensdo arterial essencial. Varias linhas de evidéncias sugerem que o CT Nat/Li+
representa um modo de operagdo do contratransporte de sédio e hidrogénio (CT Na+/H+)
(MAHNENSMITH & ARONSON, 1985). Em particular, foi demonstrado forte correlagdo
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entre a atividade do CT Na+/Li+ em hemacias e atividade do CT Na+/H+ em tubulos
proximais humanos (NG et al, 2000). Este Gltimo sistema de troca de cétions ¢é encontrado
em praticamente todas as células, tendo varias fungdes fisiologicas importantes, incluindo
controle do pH intracelular, absor¢do proximal de sddio e hiperplasia e hipertrofia celulares
(MAHNENSMITH & ARONSON, 1985). Em pacientes ndo-diabéticos, tem sido
demonstrado que a velocidade méxima do contratransporte de sodio e litio é geneticamente
determinada (DADONE et al., 1984; BOERWINKLE et al., 1986). Em pacientes com
diabetes mellitus tem sido demonstrado aumento na velocidade do contratransporte de

sodio e litio (CT Na+fLi+) em hemécias de pacientes com nefropatia quando comparado a
pacientes sem a doenca renal (KROLEWSKI er al.,1988; MANGILI ef al., 1998; LOPES
DE FARIA et al., 1992). Estas observagdes levaram a sugestio de que a predisposi¢do a
hipertensdo essencial possa ter importante papel no desenvolvimento da doenca renal em

pacientes com diabetes mellitus.

Os mecanismos celulares € moleculares envolvidos na associagdo entre
predisposi¢do a hipertensao arterial e nefropatia diabética, entretanto, permanecem ndo
totalmente elucidados (LOPES DE FARIA, ZOUKHRI, LORENZI, 1997).

Em relagio a patogénese da nefropatia diabética, acredita-se que ha um
envolvimento importante de disturbios do metabolismo celular glomerular, levando a um
actmulo de componentes da matrix extracelular (MEC), resultando em expansao mesangial
e espessamento da membrana basal (MBG) (MAUER, 1994). Neste processo, a
hiperglicemia ¢, sem ddvida, a principal anormalidade metabdlica, porém outros
mecanismos tém sido propostos, incluindo fatores hemodinamicos (HOSTETTER, TROY,
BRENNER, 1981; BRENNER, 1983), glicosilagdo de estruturas glomerulares (MAKITA
et al., 1991) e aumento de fatores de crescimento, como o TGF-B (YAMAMOTO
et al.,1993). Sugere-se ainda, que o aumento do TGF-p possa ser mediado pela
angiotensina II (WOLF & ZIYADEH, 1997).

A expansdo mesangial, uma das principais caracteristicas anatomopatologicas
na nefropatia diabética, esta diretamente relacionada com a piora da fungo renal (ADLER,
1994). Aumento na produgdo de matriz extracelular, assim como uma diminui¢do no
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“urnover” de seus componentes, contribuem para a expansdo do mesangio (MOGYOROSI
& ZIYADEH, 1996). Além disso, 0 crescimento de células mesangiais € alterado na
nefropatia diabética. Estudos em vérios modelos de diabetes mellitus revelaram um padrao
de crescimento celular peculiar: a replicagdo de células mesangiais € estimulada
precocemente durante 0 Curso da doenga, cessando posteriormente € levando as células a
hipertrofia (ADLER, 1994; MOGYOROSI & ZIYADEH, 1996; YOUNG et al.,1995).
WOLF et al.(1992) demonstraram que, apds 24 horas de exposi¢do a um ambiente com
aumento na concentragdo de glicose, a replicacdo de células mesangiais de camundongos
em cultura é estimulada, mas este efeito ¢ inibido apos 72-96 horas. Na ND experimental, o
mecanismo predominante do crescimento celular em fase inicial da doenca é a hipertrofia
glomerular (SEYER-HANSEN, 1983) fenomeno observado também em humanos
(OSTERBY & GUNDERSEN, 1975). Em fase tardia no curso da doenga, a hipertrofia se
deve também ao acumulo de proteinas da matriz extracelular (STEFFES er al., 1992).
Posteriormente, o diabetes estd associado com aumento na replicagdo e hipertrofia de
células tubulares (RASCH & NORGAARD, 1983). A normalizagio dos niveis sanguineos
de glicose previne estes eventos celulares de crescimento € o desenvolvimento da esclerose
glomerular progressiva, € €m alguns casos, pode até reverter a esclerose glomerular
(FIORETTO et al., 1998).

Os mecanismos associados com o desenvolvimento da hipertrofia glomerular
diabética ainda ndo estdo totalmente estabelecidos. H4 evidéncias que suportam um
possivel papel de fatores de crescimento, como o TGF-B (ZIYADEH et al., 2000;
SHANKLAND & SCHOLEY, 1994; SHARMA et al., 1996; YAMAMOTO et al., 1993;
ZIYADEH & SHARMA, 1995; SHARMA & ZIYADEH, 1994), alguns sinalizadores
intracelulares, como as proteinas quinases ativadoras de mitégenos (MAPK) (HANEDA
et al., 1997), citocinas como a angiotensina Il (WOLF & ZIYADEH, 1997) e também
fatores especificos de transcricdo, como protooncogenes (INGRAM & SCHOLEY, 1997;
WILMER & COSIO, 1998; SHANKLAND & SCHOLEY, 1995). Além disso, estudos tém
mostrado um importante papel de proteinas reguladoras do ciclo celular na nefropatia
diabética.
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O ciclo celular est dividido em 4 fases (G1, S, G2 e M). Células quiescentes na
fase GO entram no ciclo celular na fase G1, seguido pela fase S (sintese), onde ocorre a
replicagio do DNA. As células progridem por G2 e entram na fase M (mitose), que €
posteriormente subdividida em profase, metafase, anafase e telofase, seguida pela
citocinese (divisio celular). A transicdo de uma fase do ciclo celular para outra € um
processo coordenado, seqiiencial e sincronizado ¢ que ocorre num tempo preciso € em
ordem bem definida para assegurar que a célula fique pronta para a replicagdo do DNA,
para que esta Ocorra uma vez a cada ciclo, complete-se antes de iniciar a mitose € que oS
cromossomos sejam replicados em duas células-filhas idénticas (GRANA & REDDY,
1995). Depois de passarem por um ponto definido como ‘ponto de restrigdo’ no final da
fase G1, as células ndo mais respondem a sinais extracelulares e completam o ciclo celular
sob controle de proteinas especificas reguladoras do ciclo celular. A média de tempo do
ciclo celular é de 12 horas para a fase G1, 6 horas para S, 6 horas para G2 e 30 minutos
para a mitose (MURRAY & HUNT, 1993).

As proteinas reguladoras do ciclo celular tem um importante papel na
proliferagéo, hipertrofia ou apoptose na doenga renal, eventos que ocorrem associados as
fases do ciclo celular (SHANKLAND, 1997). A proliferaggo celular requer uma progressao
normal pelo ciclo celular; a hipertrofia ocorre quando a célula entra no ciclo celular mas
ndo progride além da fase tardia de Gl, ocorrendo uma parada na transicdo G1/S; a
apoptose esta associada a saida do ciclo celular que ocorre tipicamente na fase Gl.
Entretanto, estes processos dividem caminhos comuns, podendo explicar porque certas
populacdes celulares proliferam e entram em apoptose, enquanto a proliferacdo € a

hipertrofia sio eventos independentes.

A localizagdo das proteinas reguladoras do ciclo celular é predominantemente
no nicleo e sua principal fungo € controlar a transicdo entre cada fase do ciclo celular,
re do-o positiva ou negativamente. A progressdo pelo ciclo ¢ regulada pela atividade
da quinase de um complexo, composto por duas subunidades: uma regulatoria, denominada
ciclina e outra catalitica, denominada quinase dependente de ciclina (CDK) (MORGAN,
1995; SHERR, 1994; SHERR, 1993). Estas estruturas sao chamadas complexos ciclina-
CDK, e necessitam estar ativadas para que o ciclo celular se complete, levando a célula a
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proliferagdo. Inibidores destes complexos regulam negativamente a progressdo pelo ciclo
celular e sio denominados inibidores de CDKs ou CKIs (inibidores de quinase ciclina). Os
mecanismos moleculares que levariam a inibicdo do complexo ciclina-CDK pelos
inibidores de CDK ainda nfio sdo totalmente compreendidos, porém 0 mecanismo mais
provavel € a ligagdo destes inibidores ao complexo ciclina-CDK, interrompendo a atividade
da quinase, levando a interrupgdo do ciclo celular e inibicdo da proliferagao (SHERR &
ROBERTS, 1995).

Existem duas familias de inibidores de CDK, que sdo classificadas de acordo
com sua homologia estrutural e baseadas nos complexos ciclina — CDK inibidos por elas.
Sio nomeados de acordo com 0 s€u peso molecular. A familia INK4 (p15, p16, pl8 e p19)
inibe CDKs ativos na fase G1 do ciclo celular (HANNON & BEACH, 1994; SERRANO,
HANNON, BEACH, 1993), ao passo que membros da familia Cip/Kip, compreendendo 0
p21°P™ (p21), 0 p27%! (p27) € 0 pS7# (p57), contém um dominio conservado na
regiio amino-terminal, dominio este suficiente para estabilizar sua ligagdo ao complexo
ciclina-CDK e inibem CDKs nas fases Gl e S (HARPER et al., 1993; HARPER et al.,
1995; POLYAK et al., 1994; ZHANG et al., 1997).

Os inibidores de CDK sdo determinantes criticos para o aparecimento € a
magnitude da proliferagéo celular renal. Apesar de existirem duas familias de inibidores de
CDK, a maioria dos estudos tem mostrado a importéncia da familia Cip/Kip (p21, p27,
p57). Néo se sabe, porém, OS mecanismos que levam a diferencas na expressdo destas
proteinas durante a prolifera¢ao celular renal. O inibidor de CDK p21 esta normalmente
presente em pequenas quantidades nas células glomerulares quiescentes (SHANKLAND et
al., 1996). Entretanto os seus niveis aumentam durante a proliferacéo de células mesangiais
induzida por mitogenos. O inibidor de CDK p27 € expresso em maior quantidade que o p21
em células mesangiais quiescentes normais in Vifro. O inicio da proliferagdo mesangial in
vitro induzido por fatores de crescimento mitogénicos estd associado a diminui¢do nos
niveis de proteina de p27 (SHANKLAND et al., 1997). O pico da proliferagio de células
mesangiais na glomerulonefrite proliferativa experimental coincide com niveis quase
indetectéveis de p27 (SHANKLAND et al., 1996).
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No diabetes mellitus experimental tem sido reportado um aumento precoce €
limitado na replicagdo de c€lulas mesangiais (YOUNG et al., 1995), seguido por uma
interrupgdo do ciclo celular na fase G1 e concomitante hipertrofia (WOLF et al., 1997;
KUAN, AL-DOUAHJI, SHANKLAND, 1998; AL-DOUAHII et al., 1999; HANNKEN et
al., 2000). Sugere-se que 0s principais inibidores de CDKs que mediam a parada do ciclo
celular na fase G1 sdo, o p27®' e p21°?' (WOLF et al., 1997; KUAN, AL-DOUAHII,
SHANKLAND, 1998; WOLF et al., 1998). Estas anormalidades na replicagdo e regulagdo
celular tem sido implicadas na hipertrofia glomerular e renal observada em humanos € no
diabetes experimental (KUAN, AL-DOUAHJI, SHANKLAND, 1998; AL-DOUAHII et
al., 1999; MOGENSEN, ANDERSEN, DENMARK, 1973).

A identificagio de anormalidades precoces no rim de individuos diabéticos, que
provavelmente desenvolverdo hipertensdo arterial, mas ainda ndo apresentam este fenotipo,
poderia trazer novos mecanismos relevantes para a compreensdo da susceptibilidade a
nefropatia diabética que acompanha a genética da hipertens3o. Devido ao fato de que estes
estudos ndo podem ser feitos em humanos, foram usados neste trabalho ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), o modelo animal mais usado para estudos de
hipertensdo arterial essencial, que exibe um periodo de normotensio (4 primeiras semanas
de vida), precedendo o desenvolvimento da hipertens3o geneticamente determinada, a qual
ocorre em 100% dos animais (OKAMOTO et al., 1966).
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2. OBJETIVOS
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- Testar se a resposta na replicagdo de células renais de ratos SHR
pré-hipertensdo com diabetes mellitus (DM) induzido por estreptozotocina € diferente

daquela observada nos seus controles geneticamente normotensos, Wistar Kyoto (WKY).

- Investigar se a expressdo renal de um inibidor de quinase dependente de
ciclina (CDK), o p27**', difere com a indu¢io do DM nos ratos SHR e WKY.
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3. MATERIAL E
METODOS
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3.1. DESENHO EXPERIMENTAL

Ratos WKY e SHR
(4 semanas de idade)

v

indugdo do DM

v

Glicemia > 270 mg/dl

T W S

injegdo IP de BrdU extracdo cortex renal
\ A
extragdo dos rins e ceco isolamento de glomérulos
Y \
inclusdo em parafina quantificagéo de proteinas totais

\J v

imunohistoquimica p/ BrdU Western blot p/ p27Xwl
\

quantifica¢do de células BrdU positivas densit!men'ia
| A
analise estatistica analise estatistica
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3.2. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos SHR e WKY machos, com 4 semanas de idade
derivados de animais fornecidos pela Taconic (Germantown, NY, USA) e criados no
biotério central da Unicamp de acordo com as normas para o cuidado e uso de animais de

laboratério desta Universidade.

3.3. INDUCAO DO DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus foi induzido ap6s jejum durante 0 periodo noturno (8-12
horas) em ratos anestesiados SHR e WKY machos, com 4 semanas de idade, através de
injecdo intravenosa de estreptozotocina (Sigma, St Louis, EUA) na dose de 65 mg/Kg de
peso corporeo, diluida em tampao citrato pH 4,5 minutos antes da aplicagdo. Grupos
controle receberam somente O veiculo da droga. Os animais permaneceram por 2 horas

adicionais em jejum apos a inducao.

3.4. DETERMINACAO DE GLICEMIA

Niveis sangiiineos de glicose foram mensurados 72 horas apds a injegdo de
estreptozotocina ou tampdo citrato € também no dia anterior a0 sacrificio em todos 0s 1atos.
As amostras de sangue foram colhidas da cauda dos animais em tubo heparinizado,
centrifugadas ¢ no plasma 2 glicemia foi quantificada utilizando-se 10 pl das amostras.
Controles com concentragdes diferentes de glicose € um padrio de 100 mg/dl foram
incluidos. Em todos 0S tubos, adicionou-sel ml de reagente de cor (método enzimatico-
colorimétrico GOD-PAP) (Merck, Darmstadt, Alemanha). O material foi homogeneizado €
incubado por 10 minutos 37°C em banho-maria, efetuando-se a leitura em
espectrofotdmetro em comprimento de onda 500 nm, de acordo com intrugdes do

fornecedor. Animais com valores de glicemia acima de 270 mg/dl foram incluidos nos

experimentos.
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3.5. MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

As determinagdes da pressdo arterial sistolica (3-5 em cada rato) foram obtidas
por pletismografia via caudal em ratos ndo anestesiados, usando um fisiografo MKIII
(Narco Biosystem, Houston, EUA). Os animais foram mantidos por 10 minutos em caixa
aquecida a 39°C antes da medida da pressdo. A temperatura foi mantida em 36°C no
contentor através de uma placa de aquecimento, enquanto se obtinha a pressdo arterial dos

animais. Os animais tiveram a pressdo arterial medida no dia anterior ao sacrificio.

3.6. REPLICACAO CELULAR

A replicagdo celular foi estudada em animais 10 dias ap6s a indugdo do DM e
verificada através da incorpora¢do de bromodeoxiuridina (BrdU) (Calbiochem, La Jolla,
EUA), um analogo da timidina que se incorpora ao DNA na fase de sintese (S). Através
deste marcador, as células podem, posteriormente, ser identificadas por técnica de
imunohistoquimica (HARMS et al, 1986). Este método tem sido reconhecido como padréo
ouro para marcac¢do de células em replicacdo (LYNCH er al, 1994). Ratos diabéticos SHR
(n=7) e WKY (n=7) e ratos controle, apds jejum de 8-12 horas, receberam uma injecio
intraperitonial de BrdU na dose de 100 mg/Kg de peso corporeo, dissolvido em salina. Uma
hora apés a inje¢do, os rins foram extraidos, fixados em formalina tamponada 10% por 24
horas e entdo mergulhados em alcool 80% por pelo menos mais 24 horas. O mesmo
tratamento foi dado a uma porgdo do trato gastrointestinal (ceco ou estdmago), que foi
usada como controle positivo para a reagdo devido a alta taxa de replicagdo encontrada
neste tecido. O material foi colocado em diafanizador de tecidos automético (Shandon
Lipshaw, Pittsburgh, EUA) que consiste em consecutivos banhos com xilol, dlcool 80% e
parafina, finalizando-se o processo com a inclusdo dos tecidos em blocos de parafina em
auto-inclusor (Leica, Wetzlar, Alemanha). Estes foram cortados para utilizagdo na técnica

de imunohistoquimica em espessura de 4 pm, em micrétomo (Spencer, EUA).
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3.7. IMUNOHISTOQUIMICA PARA BrdU

Para demonstrar a imunorreagdo da incorpora¢do da BrdU, os cortes foram
incubados no dia anterior em estufa a 110°C por 1 hora e mantidos a 60°C durante o
periodo noturno (8-12 horas). No dia seguinte, foram desparafinizados em xilol (3 banhos
de 1 mimuto cada), reidratados em etanol 100% (3 banhos de 1 minuto cada), 95%
(1 banho de 1 minuto) e 70% (3 banhos de 1 minuto cada), em TA. As liminas foram
colocados em HCI 2N a 31°C por 20 minutos e em seguida em tripsina 0,005% em tampzo
PBS a 37°C por 2 minutos para recuperacdo antigénica. Apds este pré-tratamento, as
laminas foram mergulhadas em leite desnatado 1% em PBS por 1 hora em TA para
bloqueio das ligagdes inespecificas. Em seguida, os cortes foram incubados em cimara
umida com anticorpo monoclonal anti BrdU (Dako, Glostrup, Denmark), em dilui¢do 1:50
em albumina de soro bovino (BSA) 1% em PBS, por 1 hora e meia, em TA. Apés 3
lavagens de 5 minutos cada em PBS, as liminas foram incubadas com um anticorpo
secundario anti mouse IgG policlonal biotinizado (Vector, Burlingame, EUA), em diluigio
1:200, no mesmo diluente do anticorpo primério, e foram mantidas em ciAmara imida por 1
hora, em TA. As ldminas foram novamente lavadas em PBS e incubadas em H202 3% em
metanol por 5 minutos, para bloqueio da peroxidase endégena. O complexo avidina-biotina
(ABC) (Vector Burlingame, EUA) foi aplicado as ldminas por 30 minutos em TA, seguido
por lavagens em PBS e incubagdo com tetracloreto de diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St
Louis, EUA) na presenca de 4gua oxigenada 30%, usado como solugdo cromégeno-
substrato. Foi realizada uma contracoloragdo com hematoxilina, os cortes foram
desidratados em etanol 70% (1 banho de 1 minuto), 95% (1 banho de 1 minuto), 100% (2
banhos de 1 minuto cada) e mergulhados em xilol (3 banhos de 1 minuto cada), em TA,

montados com Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemanha) e analisados ao microscopio
optico. Para cada animal foi utilizado um corte do trato gastrointestinal como controle da
injecdo de BrdU, e para cada ensaio de imunohistoquimica, um corte de rim de rato com
insuficiéncia renal aguda induzida por glicerol como controle positivo da reagdo. O

controle negativo consistia da omissdo do anticorpo primario.
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3.8. QUANTIFICACAO DE CELULAS BrdU POSITIVAS
Para a quantificacdo de células em replicagdo, os tecidos foram analisados

quanto a conservagdo de suas caracteristicas morfologicas e estruturais. As células positivas
para BrdU foram quantificadas em 50 glomérulos e 50 campos de um reticulo de 0,02 mm?
para o tibulo-intersticio, utilizando-se um contador manual. Os experimentos foram
realizados pelo menos em duplicata para cada animal e a média foi utilizada para anilise
estatistica.

3.9. ISOLAMENTO DE GLOMERULOS

Para extracdo de proteina a partir de glomérulos isolados, foram utilizados 29
ratos SHR e 30 ratos WKY, machos, que receberam inje¢do de estreptozotocina com 4
semanas de idade e foram sacrificados 10 dias apés a indu¢do do DM. Os animais foram
anestesiados, os rins imediatamente extraidos, decapsulados e pesados. A camada cortical
foi separada da medular, e mergulhada em solugdo de Hank’s (GibcoBRL, Grand Island,
EUA) mantida em gelo. O material coletado de 3-4 animais foi cortado em pequenos
fragmentos de aproximadamente 2 mm, ¢ separado através de passagens por peneiras de
aco inox (W. Tyles CO., Mentor, EUA) de poros com tamanhos decrescentes, iniciando-se
com poro de 250 p,106 p e 63 p; nesta ultima ficam retidos os glomérulos. As preparagdes
finais continham mais de 95% de glomérulos em analise em microscopio 6ptico de
contraste de fase. Os glomérulos foram lavados 2 vezes em solugdo de Hank’s,
centrifugados em 1500 rpm, a 4°C, por 5 minutos. O material foi lisado com o auxilio de
processador ultrasonico de alta freqiiéncia (20 kHz- 20.000 ciclos por segundo), por
aproximadamente 10 segundos, diretamente em 300 pl de um tampdo contendo SDS 2% e
Tris-HCI (pH 6,8) 60 mmol/l, suplementado com um coquetel de inibidores de protease
(Completo, Boehringer Mannheim, Alemanha, contendo: HCl-antipaina, quemostatina,
leupeptina, bestatina, pepstatina, fosforamidona, aprotinina, EDTA) (WOLF et al, 1999). O
material foi novamente centrifugado a 9000 rpm, 10 minutos, 15°C. O sobrenadante foi
transferido para noves tubes e a proteina total foi quantificada através do método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Foi acrescentado um tampéo utilizado para eletroforese,
contendo glicerol 5%, azul de bromofenol 0,03% e 10 mmol/l de dithiothreitol. Esta
solugdo foi fervida por 5 minutos e estocada a -80°C até a sua utilizaggo.
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3.10.WESTERN BLOT
3.10.1. Eletroforese

As proteinas (15 e 30 pg) obtidas de glomérulos isolados de 3-4 ratos foram
aplicadas em gel de poliacrilamida 15%, contendo duas fases: uma disposta superiormente
chamada de fase de empilhamento, contendo 4,2 ml de 4gua deionizada, 1,0 ml de
acrilamida 40%, 20 ul de TEMED, 270 pl de APS 10%, e 5,6 ml de tampdo de
empilhamento (composto de EDTA 4 mM, SDS 2%, Tris base 50 mM, diluidos em agua
deionizada para 1 litro, pH 6.7), e outra disposta inferiormente, chamada fase de resolugdo,
contendo 1,8 ml de glicerol, 6,3 ml de acrilamida 40%, 27 ul de TEMED, 380 ul de APS
10% e 9,0 ml de tamp@o de resolugéo (composto de EDTA 4 mM, SDS 2%, Tris base 750
mM, diluidos em 4gua deionizada para 2 litros, pH 8.9). Um marcador de peso molecular
(Rainbow; Amersham, Little Chalfont, Inglaterra) na faixa de 14300-220000 Daltons foi
usado como padrdo de peso molecular. A eletroforese foi realizada inicialmente com 20-40
volts, até que as amostras chegassem ao final do gel de empilhamento, sendo ajustada para
120 volts até completarem a migragdo pelo gel de resolugio.

3.10.2. Transferéncia e Imunoreacio

Ao final da eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, EUA) por gradiente elétrico de 200 volts, por 2 horas, em
tampdo de transferéncia (Tris-HCl pH 7,0 50 mmoV/1, glicina 380 mmoVl/l, SDS 0,1%,
metanol 20%). Ligagdes inespecificas foram bloqueadas pela incubagdo das membranas em
leite desnatado 5% em PBS acrescido de Tween 20 0,1%, a 4°C, no periodo noturno (8-12
horas). Para a detec¢do do inibidor de CDK, p27*"®', foi utilizado um anticorpo monoclonal
anti p27°"' (Transduction Laboratories, Lexington, EUA), na diluicio de 1:1000 em
solugdo de bloqueio, por 1 hora, em TA. As membranas foram lavadas em TBST (3
lavagens de 10 minutos, em TA) e incubadas com anticorpo anti mouse conjugado com
peroxidase (New England Biolabs, Beverly, EUA), usando-se uma diluicio de 1:3000, em
solugdo de bloqueio, por 1 hora, em TA. As membranas foram novamente lavadas em
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TBST e as bandas imunorreativas foram visualizadas usando um substrato para
quiluminescéncia, composto por partes iguais de solugdo de luminol e de peroxidase (Super
Signal CL-HRP; Pierce, Rockford, EUA), com incubagéo da membrana por 10 minutos, em
TA. Este método consiste em uma reagdo quimica que ocorre entre a enzima “horseradish
peroxidase” (HRP) e uma molécula quiluminescente, o luminol, resultando em emissio de
luz. Um controle positivo (lisado de células HeLa, uma linhagem de células epiteliais
semelhante a linhagem de adenocarcinoma) fornecido pelo fabricante do anticorpo primario
foi incluido nos experimentos. As membranas foram expostas aos filmes (Hyper Film ECL,
Amersham, EUA) de 30 segundos a 2 minutos e as bandas correspondentes ao p27%"!
foram submetidas a quantificagdo, utilizando-se um densitdmetro a laser (Bio-Rad,
Hercules, EUA) e um programa de analises miltiplas Macintosh® (Bio-Rad, Hercules,
EUA). Para a intensidade dos sinais, aos controles foi considerado arbitrariamente um valor
de 1,00 e as amostras foram analisadas pela porcentagem dos controles. Os experimentos
de Western Blot foram repetidos de 3-5 vezes para cada amostra, com resultados
qualitativos semelhantes.

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média = erro padrdo. Nos estudos de
replicagdo celular e nos estudos de expressdo protéica do inibidor de CDK, p27°", as
comparagdes entre os 4 grupos estudados (SHR controle, SHR diabético, WKY controle,
WKY diabético) foram feitas usando o teste ANOVA, seguido pelo teste de Fisher. Para
analise estatistica utilizou-se o programa Statview para Macintosh®. Foram considerados
estatisticamente significativos os valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA, PESO CORPOREO, GLICOSE
SANGUINEA E PESO DOS RINS

Como notado por outros investigadores (CLUBB et al., 1987), ratos SHR com
4 semanas de idade sdo menores que ratos WKY. Ambos os grupos de animais diabéticos
tiveram um menor ganho de peso 10 dias apés a injegdo de estreptozotocina, comparados a
seus controles normoglicémicos (tabela 1). A glicose sangiiinea foi semelhante nos dois
grupos de animais diabéticos (WKY 438,0+15,9 mg/dl; SHR 449,6+10,7 mg/dl). Assim
como para o peso corporeo (WKY controle 141,843,3 g: SHR controle 109,8+5,3 g;
p<0,05), o peso absoluto do rim foi significativamente menor no SHR controle quando
comparado a0 WKY controle (WKY controle 0,62+0,01 g; SHR controle 0,45+0,02 g;
p<0,05), com uma tendéncia a redugdo nas duas linhagens de ratos diabéticos (WKY DM
0,60+0,02 g; SHR DM 0,43+0,01 g). Devido a este fato, tem sido sugerido que o peso do
rim seja corrigido pelo peso corpéreo, particularmente em animais diabéticos
(AL-DOUAHII et al., 1999; AWAZU et al., 1999). O peso do rim corrigido pelo peso
corporeo foi semelhante nos ratos nao-diabéticos (WKY 0,44+0,01 g; SHR 0,41+0,01 g).
Nos animais diabéticos, o peso do rim corrigido aumentou significativamente em ambas as
linhagens, entretanto o peso do rim dos ratos SHR diabéticos foi significativamente maior
que nos ratos WKY diabéticos (0,55+0,02 g vs 0,51+0,01 g, peso do rim/peso corpéreo,
p<0,05). A presséo arterial sist6lica foi levemente maior em ambos os grupos de ratos SHR
quando comparados ao grupo WKY controle, todavia ndo houve diferenca entre os dois
grupos diabéticos (WKY 113,9+2,7 mmHg; SHR 117,4+3,9 mmHg).

Tabela 1: Pardmetros dos grupos experimentais de ratos.

WKY controle WKY diabético SHR controle SHR diabético

(n=25) (n=19) (n=20) (n=23)
Peso corpéreo, g 141,8+33 118,32,5° 109,8+5,3* 79,743 2% B¢
Glicose sanguinea, mg/dl 145,7+3.6 438,0+15,9° 134,1+4,8 449,6+10,7°
Peso absoluto do rim, g 0,62+0,01 0,60::0,02 0,45£0,02>® 0,43£0,01*®
Peso do rim/peso corporeo, g 0,4420,01 0,51+0,01* 0,41+0,01 0,55+0,02% ¢
Pressdo arterial sistélica, mmHg 103,9+3,3 113,942,7 120,443,8° 117,443 ,9°

p<0,05 vs WKY controle

b
p<0,05 vs WKY diabético

[+

p<0,05 vs SHR controle
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4.2. REPLICACAO DE CELULAS RENAIS

A técnica de imunohistoquimica utilizando um anticorpo monoclonal anti BrdU
foi realizada para obter informagdes quanto & localizagdo de células renais em replicagdo
nos ratos WKY e SHR com 10 dias de DM e seus respectivos controles. A figura 1 mostra
raras células BrdU positivas no rim do rato SHR diabético (A) quando comparado ao rato
SHR controle (B). O gréfico 1 representa a quantificagdo do niimero de células positivas
para BrdU em glomérulos e tibulo-intersticio de ratos WKY e SHR, controles e diabéticos
10 dias ap6s a injegdo de estreptozotocina. A quantificagio por experimento esta
representada nas tabelas 2 e 3 (Anexos). Nos ratos SHR, o diabetes mellitus promoveu um
decréscimo significante na replicagdo celular renal quando comparado aos ratos SHR
controles (glomérulos SHR controles 13,2+1,7; SHR diabéticos 0,6+0,3, p<0,05 e
tubulo-intersticio SHR controles 48,6+9,7; SHR diabéticos 2,8+0.,6, p<0,05). Nos ratos
WKY, no houve diferenca no nimero de células renais em replicagéo entre os dois grupos
(glomérulos WKY controles14,0+1,8; WKY diabéticos 14,3£3,5, p>0,05 e
tibulo-intersticio WKY controles 63,9+10,6; WKY diabéticos 66,4+11.5, p>0,05).

Resuitados
58



Figura 1: Imunohlstoqunmca para ldentlﬁca(;ao de células BrdU positivas em cortes
histologicos de rim de rato SHR. O numero de células em replicagdo nos
glomérulos e tubulo-intersticio foi significativamente reduzido nos ratos SHR
diabéticos (A) comparados aos SHR controles (B). Ceco (controle positivo) (C).
Contracoloragdo com hematoxilina, aumento de 400X.
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Griafico 1. Numero de c€lulas BrdU positivas (replicagdo) em glomérulos e
tubulo-intersticio de ratos WKY e SHR controles e 10 dias apds a indu¢éo do diabetes
mellitus (DM). Foram realizados 2-4 experimentos por animal e os valores representam a
média+EP. * p<0,05 vs SHR controle, WKY controle e WKY DM

M glomérulos
tabulo-intersticio

Nutimero de células BrdU positivas

controle DM controle DM

WKY SHR
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4.3. EXPRESSAO GLOMERULAR DE p27¥"' EM RATOS COM DIABETES
MELLITUS INDUZIDO POR ESTREPTOZOTOCINA

A fim de investigar o potencial papel das proteinas reguladoras do ciclo celular
no decréscimo da replica¢do celular renal e na hipertrofia glomerular observada nos ratos
SHR diabéticos, foi estudada a expressdo de um inibidor de quinases dependente de ciclina
(CDK), o p27<"'. Em glomérulos isolados, o nivel de p27**' detectado por Western Blot
(figura 2) foi significativamente maior em ratos SHR diabéticos (n=5) que nos SHR ndo
diabéticos (n=5) (1,52+0,14 vs 1,00+0,10, % do controle, p=0,0052). Nos ratos WKY, o
DM promoveu um aumento ndo significativo na expressdo de p27°P! (1,33+0,20 vs
1,00+0,10, % do controle, p=0,31). Estes achados sugerem que a diminui¢do na replica¢do
de células glomerulares e a hipertrofia renal observada nos ratos SHR em fase de
pré-hipertensdo podem ser, pelo menos parcialmente, mediados por maior expressdo do

inibidor de quinases dependente de ciclina, p27%P!,

Controle DM
T 1T 1
WKY R — -+ p27Klp|
SI_[R - o e— — 4 p27Kip|

Figura 2: Western Blot para p27"P! de proteina extraida de glomérulos isolados de ratos
WKY e SHR controles e 10 dias apos a indugdo do diabetes mellitus (DM).
Cada banda representa um “pool” de glomérulos isolados de 3-4 animais (15 e

30 ug de proteina foram utilizados, respectivamente).
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5. DISCUSSA' 0




Se a hiperglicemia fosse exclusivamente responsavel pelo desenvolvimento da
doenga renal diabética, seria esperado que quanto maior o tempo de exposi¢ao ao ambiente
diabético, maior a chance de desenvolver nefropatia diabética. Entretanto, isso ndo é
inteiramente verdade. Estudos mostraram que em pacientes com diabetes mellitus tipo 1
(insulino-dependentes) € com tempo de duragdo da doenga maior que 30 anos, o risco de
desenvolver nefropatia diabética € relativamente pequeno (BORCH-JOHNSEN,
ANDERSEN, DECKERT, 1985; KROLEWSKI et al., 1985). Muitas linhas de evidéncias
sugerem que a susceptibilidade a nefropatia diabética pode estar relacionada a
predisposi¢do a hipertensdo (KROLEWSKI et al., 1988; MANGILI et al., 1988; LOPES
DE FARIA et al., 1992). Entretanto, pouco progresso tem sido feito para entender o
mecanismo da associacdo da predisposi¢do a hipertensdo e susceptibilidade a doenga renal
diabética.

As alteragbes estruturais decorrentes da nefropatia diabética, incluem
hipertrofia renal, espessamento da membrana basal e acumulo glomerular progressivo de
componentes da matriz extracelular (ZIYADEH, 1993). A glomerulopatia diabética
avangada é comumente caracterizada por glomerulosclerose difusa e pode ocasionalmente
exibir uma aparéncia morfologica distinta, com formagdo de nédulos (glomerulosclerose
nodular), descrita por Kimmelstiel e Wilson (KIMMELSTIEL & WILSON, 1936). Estudos
morfométricos em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 mostram que a alteragdo renal
mais precoce € um aumento generalizado do o¢rgdo (MOGENSEN, ANDERSEN,
DENMARK, 1973; OSTERBY, 1972). Estudo de ZIYADEH (1993) em animais com
diabetes mellitus induzido por estreptozotocina mostrou que a hipertrofia glomerular e o
espessamento da membrana basal estdo entre as alteragdes morfolégicas mais precoces.
Além disso, a hipertrofia tibulo-epitelial ¢ da membrana basal tubular também ocorrem
muito precocemente no curso da doenga renal diabética e sdo provavelmente os precursores
de mudangas tardias irreversiveis na arquitetura tibulo-intersticial, levando a atrofia tubular
e fibrose intersticial (ZIYADEH, 1993; SEYER-HANSEN, 1983). O desenvolvimento de
mudangas renais no diabetes mellitus, como a glomerulosclerose e a fibrose tbulo-
intersticial sdo sempre precedidos por processos hipertroficos precoces nos compartimentos
glomerular e tubular (ZIYADEH, 1993). Outros autores (MAUER et al., 1984; WOLF &
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ZIYADEH, 1999) também mostraram que a hipertrofia renal e glomerular ocorre logo apos

o aparecimento do diabetes mellitus, precedendo o desenvolvimento da glomerulosclerose.

Neste presente estudo, observou-se que, quando comparados aos ratos
geneticamente normotensos WKY, os ratos SHR jovens diabéticos e ainda normotensos
mostram uma reducdo na replicagdo de células renais glomerulares e tibulo-intersticiais
acompanhada de uma hipertrofia renal mais pronunciada. Sugeriu-se também que o
aumento na expressdo de um inibidor de CDK, o p27‘“”', verificado nos glomérulos de
ratos SHR diabéticos, possa explicar parcialmente a diminuicdo na replicacdo de células
glomerulares observada nos ratos SHR diabéticos em fase pré-hipertensdo. Estas
observagdes sdo importantes para o melhor entendimento do mecanismo que associa a
predisposi¢do a hipertensdo e a nefropatia diabética, além de, eventualmente, contribuirem
para a identificag@o de marcadores precoces da susceptibilidade a nefropatia diabética.

Estudo anterior (COOPER et al.,1988) demonstrou que ratos SHR com diabetes
mellitus induzido por estreptozotocina apresentam nefropatia mais grave que os WKY
diabéticos. Entretanto, neste estudo os ratos ja manifestavam o fenotipo hipertensdo, o que
pode ter contribuido para a maior gravidade da nefropatia nos ratos SHR diabéticos.

Recentemente, tém-se acumulado evidéncias que sugerem que no diabetes
mellitus, a hipertrofia glomerular é secundaria a hipertrofia celular, mais que a hiperplasia
(KUAN, AL-DOUAHJI, SHANKLAND, 1998; HANNKEN et al., 2000). Em cultura de
células mesangiais, tem sido demonstrado que altas concentragbes de glicose inibem
replicagdo celular (COSIO, 1995), porém ha estudos que indicam o contrario (WOLF et al.,
1992). No diabetes mellitus experimental, apesar de um aumento precoce na replicagdo de
células glomerulares (YOUNG et al., 1995) e tubulares (RASCH & NORGAARD, 1983)
ser observado, este é seguido por uma interrup¢do do ciclo celular e concomitante
hipertrofia (WOLF et al., 1997; KUAN, AL-DOUAHIJI, SHANKLAND, 1998; AL-
DOUAHLII et al., 1999; HANNKEN et al., 2000). O mecanismo molecular pelo qual altas
concentra¢des de glicose induz hipertrofia celular tem sido mais recentemente explicado. A
atividade da quinase do complexo ciclina-CDK € essencial para guiar as células pelo ciclo
celular (HARTWELL & WEINERT, 1989). Pequenas proteinas chamadas inibidores de
CDK regulam negativamente os complexos ciclina-CDK. Estas pequenas proteinas se
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ligam ao complexo ciclina-CDK e inibem a sua atividade de quinase (GRANA & REDDY,
1995; SHERR & ROBERTS, 1995; PETER & HERSKOWITZ, 1994). A conseqiiéncia ¢ a
parada do ciclo celular na fase G1, podendo a célula sofrer hipertrofia (WOLF et al., 1997;
KUAN, AL-DOUAHIJI, SHANKLAND, 1998; WOLF et al., 1998). Tém sido demonstrado
que altas concentragdes de glicose e a hiperglicemia aumentam a expressdo dos inibidores
de CDK p27°"' ¢ p21°®" em cultura de células mesangiais (WOLF er al., 1997;
HANNKEN et al., 2000), e in vivo em diferentes modelos animais de diabetes (KUAN,
AL-DOUAHIJI, SHANKLAND, 1998; AL-DOUAHII et al., 1999; WOLF et al., 1998).
Tém sido sugerido que os efeitos de altas concentragdes de glicose na hipertrofia renal,
replicagdo celular e inibidores de CDK sdo mediados por TGF-B (WOLF et al., 1992;
SHANKLAND & SCHOLEY, 1994) e por angiotensina I (WOLF et al, 1999; WOLF &
STAHL, 1996; WOLF & ZIYADEH, 1997). Também em experimentos com transgénicos,
tem sido recentemente demonstrado que a presenga do p21“®' é uma condigio necessaria
para o desenvolvimento da hipertrofia glomerular e proteiniiria em camundongos diabéticos
(AL-DOUAHII et al., 1999).

No presente trabalho demonstrou-se pela primeira vez que a genética da
hipertensdo pode antecipar e modificar algumas das anormalidades descritas acima,
envolvidas na patogénese da doenga renal diabética (revisado por SHANKLAND &
WOLF, 2000). O exato mecanismo pelo qual a genética da hipertensdo afeta a resposta
celular renal a hiperglicemia ainda néo esté claro. Entretanto € provavel que anormalidades
na replicagdo celular determinadas geneticamente e sua regulacdo estdo envolvidos neste
processo. Foi demonstrado que cultura de células mesangiais obtidas de ratos ndo
diabéticos em fase pré-hipertensdo, com 4 semanas de idade, proliferam mais rapido do que
as mesmas células obtidas de seus controles geneticamente normotensos, os ratos WKY
(LOPES DE FARIA, ZOUKHRI, LORENZI, 1997). De acordo com este estudo in vitro,
nds recentemente observamos que o nimero de células glomerulares em replicagdo in vivo,
estimado pela incorporagdo de BrdU € significativamente maior em ratos SHR pré-
hipertensdo com 4 semanas de idade que em seus controles WKY (LOPES DE FARIA &
SILVEIRA, 2001). HAMAGUCHI et al. (1995) sugeriram que o glomérulo e outras
estruturas de ratos SHR hipertensos apresentam um maior nimero de células em processo

de replicagdo que células dos ratos controles WKY, e que o numero € reduzido pelo
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tratamento anti-hipertensivo, entretanto os investigadores ndo indicaram se o tratamento

corrigiu completamente o aumento na replicagdo celular observado nos SHR.

Estas observagdes de eventos celulares precoces encontrados nos ratos SHR em
fase pré-hipertensio também podem ser relevantes para estudos visando a prevengdo do
desenvolvimento da doenga renal diabética em individuos com predisposigéo a hipertenséo.
Para isto, tem sido demonstrado que o uso de inibidores da enzima de conversio da
angiotensina em um modelo de diabetes mellitus espontaneo € capaz de reduzir a expressiao
glomerular de inibidores de CDK, como o pl6™**eo p27Ki"' (WOLF et al., 1999).

Para um futuro proximo, pretende-se estudar o efeito da inibigdo do p27°"' na
replicagdo celular renal. Ainda esta sob investigagdo a melhor abordagem para este
experimento, porém uma hipotese seria através do uso de enalapril, um inibidor de enzima
de conversdo de angiotensina, como citado em estudo de WOLF e colaboradores (1999). A
expressio de outro inibidor de CDK, o p21“®' nos glomérulos de ratos SHR também sera
verificada por Western blot, assim como seu possivel papel regulador na replicagdo celular
renal. Também visando um estudo de maior longo prazo, pretende-se testar a resposta na

replicagdo celular renal e o envolvimento de proteinas reguladoras do ciclo celular no
diabetes mellitus abordado em diferentes tempos de duragdo da doenga.

Em resumo, este estudo demonstrou que a indugdo do diabetes mellitus por 10
dias em ratos SHR pré-hipertensdo, um modelo animal de hipertensdo arterial essencial,
leva 4 uma redug@o na replicagdo de células renais, maior hipertrofia renal e aumento na
expressio glomerular de um inibidor de CDK, o p27""'. Estes resultados poderdo ajudar a
melhor compreender os mecanismos que associam a predisposi¢do a hipertensio e
susceptibilidade & doenga renal diabética.
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6. CONCLUSOES




- O numero de células BrdU positivas (replicac@o) tanto em glomérulos quanto
em tabulo-intersticio em rim de ratos geneticamente hipertensos (SHR), porém em fase
pré-hipertensio, foi marcadamente reduzido 10 dias ap6s a inducdo do diabetes mellitus

experimental por estreptozotocina quando comparados aos seus controles nao-diabéticos.

- A expressio da proteina de um inibidor de quinase dependente de ciclina
(CDK), o p27%"!, foi significativamente maior nos ratos SHR diabéticos 10 dias apés a
injecdo de estreptozotocina quando comparados aos controles ndo-diabéticos, sugerindo
que o aumento desta proteina seja parcialmente responsivel pela menor replicagdo de
células glomerulares e eventualmente maior hipertrofia renal observada nestes animais.
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7. SUMMARY




To investigate if the genetics of hypertension modifies the renal cell events in
experimental diabetes mellitus we studied the renal cell replication and its regulation by a
cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor, p27°"', in pre-hypertensive spontaneously
hypertensive rats (SHR) and their genetically normotensive counterparts, Wistar Kyoto
(WKY) rats with streptozotocin induced diabetes mellitus. Animals received streptozotocin
injection at 4 weeks of age and the experiments were performed after 10 days of duration of
diabetes. The number of replicating cells was assessed by incorporation of
bromodeoxyuridine (BrdU), a thymidine analogue that incorporates to DNA in S phase,
using immunohistochemistry technique. In the diabetic SHR glomerular and
tubulointerstitial cells was significantly lower than in the SHR control rats, positive cell/50
glomeruli: 0.6+0.3 vs 13.2+1.7 (p<0,05) and positive tubulointerstitial cells/50 grid fields
(0.02mm’%): 2.84+0.6 vs 48.6+9.7 (p<0,05). By contrast, in the WKY rats, there was no
difference in the number of replicating renal cells in control and diabetic rats (14.0+1.8 vs
14.343.5 and 63.9£10.6 vs 66.4t11.5, for glomerular and tubulointerstitial cells,
respectively). The kidney weight increased significantly in both diabetic strains, however
the weight of diabetic SHR kidney was significantly higher than in the diabetic WKY rats
(0.55+0.02 g vs 0.51+0.01 g, kidney weight/body weight, p<0.05). In freshly isolated
glomeruli the level of p27%®' as detected by Western blots was significantly higher in the
diabetic SHR rats than in the non-diabetic SHR (1.521+0.14 vs 1.00+0.10, % of control,
p=0.0052). In conclusion, the response of renal cell replication to diabetes mellitus differs
markedly between pre-hypertensive SHR and their controls, WKY rats. It is possible that
the decreased glomerular cell replication and renal hypertrophy observed in the pre-
hypertensive diabetic SHR are at least partly mediated by higher expression of the CDK
inhibitor p27*"'.
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ANEXO 1

Tabela 2. Numero de células BrdU positivas (replicagio) em glomérulos de ratos WKY e
SHR, controles (cont) e10 dias apés a indug@o do diabetes mellitus (DM). Quantificagio

por experimento realizado.

Grupos Experimento Experimento Experimento Experimento Média + EP
1 2 3 4

SHR cont 1 8 9 12 9.7+1.2
SHR cont 2 14 13 17 14.7+1.2
SHR cont 3 19 13 11 14.312.4
SHR cont 4 12 9 10.5£1.5
SHR cont 5 12 17 14 14.3t1.4
SHR cont 6 16 23 25 21.382.7
SHR cont 7 3 10 11 8.042.5
SHR DM 1 1 0 0 0.340.3
SHR DM 2 2 1 1.540.5
SHR DM 3 0 0 0 0 0+0
SHR DM 4 2 1 2 1 1.540.3
SHR DM 5 0 0 0 0 0+0
SHR DM 6 0 0 0 0 0+0
SHR DM 7 1 1 - 1.010
WKY cont 1 8 10 10 9.340.7
WKY cont 2 23 22 23 22.7+0.3
WKY cont 3 21 16 15 17.3+1.8
WKY cont 4 13 17 18 16.0+1.5
WKY cont 5 10 13 13 12.0+1.0
WKY cont 6 7 12 15 11.382.3
WKY cont 7 8 10 11 9.740.9
WKY DM 1 29 27 36 30.782.7
WKY DM 2 26 19 12 19.0+4.0
WKY DM 3 11 11 5 11 9.5+1.5
WKY DM 4 8 28 18.0+10.0
WKY DM 5 2 2 3 2.310.3
WKY DM 6 6 17 17 13.343.7
WKY DM 7 7 8 7.540.5
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ANEXO 2

Tabela 3. Ntimero de células BrdU positivas (replicagdo) em tabulo-intersticio de ratos
WKY e SHR, controles (cont) e 10 dias apés a indugdo do diabetes mellitus (DM).
Quantificacdo por experimento realizado.

Grupos Experimento Experimento Experimento Experimento MédiatEP
1 2 3 4

SHR cont 1 35 4 35 38.043.0
SHR cont 2 81 87 79 823124
SHR cont 3 86 63 44 64.3+12.1
SHR cont 4 32 18 25.0£7.0
SHR cont 5 26 32 35 31.0£2.6
SHR cont 6 56 83 95 78.0+11.5
SHR cont 7 12 22 32 22.0+5.8
SHR DM 1 2 5 3 3.340.9
SHR DM 2 5 5 5.0+0.0
SHR DM 3 9 0 3 5 4.2+1.9
SHR DM 4 3 1 4 2 2.540.6
SHR DM 5 0 5 - z 2.542.5
SHR DM 6 0 0 0 0 0.04+0.0
SHR DM 7 2 2 - 2.080
WKY cont 1 74 79 69 74.0£2.9
WKY cont 2 111 108 106 108.3+1.5
WKY cont 3 101 88 29 92.744.2
WKY cont 4 64 40 41 48.317.8
WKY cont 5 41 35 H 40.0+2.6
WKY cont 6 37 37 34 36.0+1.0
WKY cont 7 34 62 48 48.048.1
WKY DM 1 141 121 111 124.3+8.8
WKY DM 2 79 66 58 67.7+6.1
WKY DM 3 39 52 32 38 40.2+42
WKY DM 4 42 82 62.0+£20.0
WKY DM 3 16 32 37 28.346.3
WKY DM 6 41 80 91 70.7+15.2
WKY DM 7 62 81 71.589.5
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ANEXO 3

Aumento na replicacdo de células renais em ratos espontaneamente hipertensos antes

do aparecimento da hipertensdo

(Trabalho aceito para publicag@o na revista “Nephron™)

RESUMO

Introdugdo/Objetivos: Anormalidades na replicag@o celular tem sido implicadas
nos mecanismos que associam predisposi¢do a hipertensdo e susceptibilidade a patologia
glomerular. Para melhor compreender a relagdo entre predisposigdo a hipertensio e
susceptibilidade a patologia glomerular, investigou-se a replicagdo celular renal e apoptose
em ratos espontancamente hipertensos (SHR) em fase pré-hipertensdo e seus controles
normotensos, os ratos Wistar Kyoto (WKY). Material e Métodos: Células em replicagdo
foram estimadas pela incorporagio de bromodeoxiuridina (BrdU), um anélogo da timidina
que se incorpora a0 DNA na fase de sintese (S), permitindo sua identificacdo através de
técnica de imunohistoquimica. A morte celular in situ foi detectada por imunohistoquimica
usando o método de marcacio com a enzima terminal deoxinucleotidil transferase.
Resultados: O nmimero de células BrdU positivas foi significativamente maior nos ratos
SHR quando comparados aos ratos WKY, tanto em glomérulos: 1613 vs 7+1 (células
positivas/50 glomérulos) (p=0,017) quanto em tdbulo-intersticio: 129426 vs 54+15 (células
positivas/50 campos, reticulo 0,02 mm?®) (p=0,024), para ratos SHR e WKY,
respectivamente. O ntiimero de células em processo de apoptose foi semelhante nos dois
grupos de ratos estudados. Conclusdo: Estas observagdes podem ajudar na melhor
compreens3o dos mecanismos que associam a genética da hipertensdo a predisposi¢do a

patologia glomerular.
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INTRODUCAO

A susceptibilidade a doenga renal diabética é varidvel em pacientes com
diabetes mellitus (Borch-Johnsen, Andersen, Deckert, 1985). Tem sido sugerido que um
importante componente para tal susceptibilidade é a predisposicdo a hipertensdo
(KROLEWSKI ez al., 1988; LOPES DE FARIA ef al., 1992). Recentemente demonstrou-se
que fibroblastos oriundos de pacientes com nefropatia diabética e cultivados in vitro por
varias geracOes mostraram crescimento acelerado quando comparados a fibroblastos de
pacientes sem nefropatia (LURBE et al., 1996; TREVISAN er al., 1992). Ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), um modelo de hipertensio bastante usado
(OKAMOTO & AOKI, 1963), desenvolvem esclerose glomerular mesmo quando o
aparecimento da hipertensdo arterial é prevenido através do uso de drogas anti-
hipertensivas (FELD ez al., 1981). Tém sido demonstrado em cultura de células mesangiais
obtidas de ratos SHR com 4 semanas de idade, portanto ainda normotensos, que estas
c€lulas tem aumento na replicacdo quando comparado as células obtidas de seus controles
geneticamente normotensos, os ratos Wistar Kyoto (WKY) (LOPES DE FARIA,
ZOUKHRI, LORENZI, 1997). As anormalidades genéticas no crescimento celular descritas
no diabetes em humanos e nos ratos SHR tem sido sugeridas como possiveis fatores que
associam predisposi¢do a hipertensdo e susceptibilidade a patologia renal (LURBE et al.,
1996; TREVISAN et al., 1992, LOPES DE FARIA, ZOUKHRI, LORENZI, 1997).

O objetivo do presente estudo foi investigar se o aumento na replicagdo das
c€lulas mesangiais observadas nos ratos SHR em fase pré-hipertensio in vitro também
ocorre in vivo, além disso, testar se existe diferenga na morte celular programada
(apoptose) nas células renais destes mesmos ratos SHR pré-hipertensos e os ratos controles
WKY.
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MATERIAL E METODOS

O protocolo para este estudo estd de acordo com as normas para o cuidado e
uso de animais de laboratério desta Universidade. Foram utilizados ratos WKY (n=8) e
SHR (n=7) machos, com 4 semanas de idade, fornecidos pela Taconic (Germantown, NY,
USA) e criados no biotério central da Unicamp. As determinag¢Ges da pressdo arterial
sistélica (3-5 em cada rato) foram obtidas por pletismografia via caudal em ratos nio
anestesiados, usando um fisiégrafo MKIII (Narco Biosystem, Houston, EUA), de acordo
com protocolo descrito no item 3.5. A replicagdo celular foi estimada pela incorporagéo da
bromodeoxiuridina (BrdU), de acordo com descricdo no item 3.6. Para a localiza¢do das
células BrdU positivas, utilizou-se técnica de imunohistoquimica, como descrito no item
3.7 e quantificagdo de acordo com o item 3.8. Foram realizados 2-4 experimentos por
animal e as médias utilizadas para analise estatistica.

As células em processo de apoptose (TUNEL positivas) foram demonstradas
através da detec¢do de fragmentos de DNA in situ (GAVRIELI, SHERMAN, BEN-
SASSON, 1992). Os experimentos foram realizados nos mesmos tecidos de rins de ratos
WKY e SHR com 4 semanas de idade utilizados na imunohistoquimica para BrdU. Cortes
de 4 um de espessura foram desparafinizados em xilol (3 banhos de 1 minuto cada),
reidratados em etanol 100% (3 banhos de 1 minuto cada), 95% (1 banho de 1 minuto) e
70% (3 banhos de 1 minuto cada), em TA. Apds recuperagdo antigénica através de fervura
em 4&cido citrico 0,01M pH 6,9 as laminas foram incubadas com 6,2 pg/ml de proteinase K
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, EUA) por 15 minutos em TA. Depois de bloqueada a
atividade da peroxidase enddgena, os cortes foram lavados em tampao TdT (Tris 30mM,
cacodilato de sodio 140 mM, cloreto de cobalto 1 mM), pH 7,2, seguido por TdT
(Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA) na dilui¢do de 1:50 e Bio-dATP (Gibco BRL, Gand
Island, EUA) na diluigdo de 1:50 em tampao TdT por 60 minutos, em TA. Nicleos
marcados foram detectados com complexo avidina-biotina (Vectastain ABC, Vector, EUA)
em PBS e DAB foi usado como substrato-cromégeno. Como controle positivo, foi incluida
uma ldmina tratada com DNAse (20 Kunitz U/ml; Sigma, St Lous, EUA). Realizou-se

contracoloragdo com hematoxilina. Como o nimero de células em apoptose detectadas no
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rim em condi¢Oes normais € muito baixo, as c€lulas coradas foram quantificadas em 100

glomérulos e para a area tubulointersticial, 100 campos de um reticulo de 0,02 mm’.

Os dados apresentados representam a médiatEP. O teste de Mann-Whitney U
foi usado para avaliar diferencas entre os ratos SHR ¢ WKY, e valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Assim como observado por outros investigadores (IMIG ef al., 1993), ratos
SHR com 4 semanas de idade sdo menores que os ratos WKY e tem pressdo arterial mais
elevada. O peso corporeo foi 5042 g para os ratos SHR e 83%10 g para os ratos WKY
(p=0,0075). A pressdo arterial sistdlica foi 120+5 e 99+3 mmHg (p=0,0047) para SHR e

WK, respectivamente, documentando a auséncia de hipertensao.

O numero de células BrdU positivas foi significativamente maior nos ratos
SHR quando comparados aos ratos WKY, tanto em glomérulos: 16+3 vs 71 (células
positivas/50 glomérulos) (p=0,017) quanto no tibulo-intersticio: 129426 vs 54£15 (células
positivas/50 campos, reticulo 0,02 mm?) (p=0,024), para ratos SHR e WKY,
respectivamente (figura 1 e grafico 1). O namero de células em processo de apoptose foi
semelhante nos dois grupos de ratos estudados: 1.2+0.5 vs 1.2+0.3 (c€lulas positivas/100
glomérulos) e 10.5+2.3 vs 7.343.4 (células positivas/100 campos, reticulo 0,02 mm®), para
SHR e WKY, respectivamente (grafico 2).
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Figura 1: Imunohistoquimica para identificagdo de células BrdU positivas em corte
‘histologico de rim de ratos com 4 semanas de idade. O nimero de células em
replicagio nos glomérulos e tubulo-intersticio foi maior nos ratos SHR (A)
quando comparado aos ratos WKY (B). Contracoloragdo com hematoxilina,
‘aumento de 400X.
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Grifico 1. Namero de células BrdU positivas (replicagdo) em glomérulos e
tibulo-intersticio de ratos WKY e SHR com 4 semanas de idade. Foram realizados
2-4 experimentos por animal e os valores representam a média+EP.

* p=0,017 e # p=0,024 vs WKY.
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Grifico 2 . Niimero de células TUNEL positivas (apoptose) em glomérulos e
tibulo-intersticio de ratos WK e SHR com 4 semanas de idade. Os valores
representam a média+EP.
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DISCUSSAOQ

Os resultados deste estudo mostraram que, quando comparados com o0s ratos
geneticamente normotensos WKY, os ratos SHR com 4 semanas de idade e ainda
normotensos exibem replicagdo celular renal acelerada e semelhante indice de morte celular
programada (apoptose). Estas observagdes confirmam e complementam estudo prévio, que
reportou aumento na replicagdo de células mesangiais em cultura, oriundas de ratos SHR
com 4 semanas de idade (LOPES DE FARIA, ZOUKHRI, LORENZI, 1997). Estes
achados podem ser relevantes para a melhor compreensdo da predisposi¢do a nefropatia
diabética de individuos com uma histéria familiar de hipertensdo (KROLEWSKI et al.,
1988). De fato, as observacdes obtidas de fibroblastos de pacientes diabéticos com
nefropatia tem sugerido que anormalidades na regulagdo do crescimento celular
determinadas geneticamente podem constituir um importante mecanismo para a
susceptibilidade a patologia glomerular (LURBE et al., 1996; TREVISAN et al., 1992).
Poderiamos dizer que, se este crescimento celular anormal se manifestasse nas células
renais de individuos predispostos a hipertensdo, assim como acontece nos ratos SHR em
fase pré-hipertensdo, isto poderia ter um papel importante na expansdo de matriz
extracelular, que eventualmente leva a nefropatia clinica. A contribuicdo seria nio somente
através da hiperplasia, mas também pelo aumento do depésito de matriz extracelular devido
a0 maior nimero de geragdes celulares contribuintes, especialmente sob o efeito
estimulatorio de altos niveis de glicose. De fato, tem sido sugerido que o efeito de altas
concentragdes de glicose no aumento de componentes da matriz extracelular € observado
nio somente nas células glomerulares endoteliais, epiteliais e mesangiais (DANNE,
SPIRO, SPIRO, 1993), mas também em células do tubulo-intersticio, incluindo células
epiteliais tubulares e fibroblastos corticais (JONES er al., 1999). As observagdes do
presente estudo no crescimento celular anormal no tibulo-intersticio sdo de interesse, pois a
fibrose tibulo-intersticial é a alteragdo morfologica renal que melhor se correlaciona com a

diminui¢io na filtragdo glomerular em pacientes diabéticos (LANE et al., 1993).

Para que se compreenda melhor o papel deste crescimento anormal nas células
renais dos ratos SHR no diabetes mellitus, estudos com estes animais em fase pré-
hipertensio e com diabetes mellitus induzido serdo necessarios. Para isto, tem sido

demonstrado que ratos SHR com diabetes mellitus induzido por estreptozotocina
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manifestam caracteristicas da nefropatia mais graves quando comparados aos ratos WKY
diabéticos, ou aos ratos SHR controles (COOPER er al., 1988). Entretanto, estes ratos
foram estudados depois de prolongado tempo de duragdo do diabetes e ja hipertensos, o que

poderia estar contribuindo para a maior gravidade da doenga nos ratos SHR.
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