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Resumo

Introducao: Diabetes mellitus (DM)
¢ uma doenga cronica caracterizada
por hiperglicemia levando a nefropatia
diabética (ND). Mostramos que P2Xj,
um receptor purinérgico, foi altamente
expresso na DM; entretanto, quando o
estresse oxidativo foi controlado, o NO
renal recuperou-se, e a ativacido deste
receptor permaneceu significativamente
reduzida. Este estudo objetivou avaliar a
influéncia do NO no P2X; e a apoptose
em células mesangiais imortalizadas de
camundongos (CMiC) cultivadas em
meio de glicose elevada (GE). Métodos:
CMiCs foram cultivadas em meio DMEM
e expostas a glicose normal (GN), manitol
(MA), ou GE. A viabilidade celular
foi avaliada por contador automatico.
Sobrenadantes foram coletados para
quantificagio de NO, e foram extraidas
proteinas para anilise de NO sintases
(INOS e eNOS), caspase-3, e P2X,.
Resultados: A viabilidade  celular
permaneceu acima de 90% em todos os
grupos. Houve aumento significativo na
proliferacio de células na GE comparado
com MA e GN. NO, iNOS, caspase-3
e DP2X; foram  significativamente
aumentados na GE comparados com GN e
MA, sem altera¢oes na eNOS. Observamos
que houve correlagio forte e significativa
entre P2X; e NO. Discussao: O principal
achado foi que a produgio de NO pela
iNOS foi positivamente correlacionada
com aumento de P2X; em CMs sob
condi¢cdes de GE, mostrando que existe
um estimulo comum entre eles e que 0 NO
interage com a via do P2Xj, contribuindo
para apoptose na DM experimental.
Estes achados podem ser relevantes
para estudos de alvos terapéuticos para
a prevencdo e/ou tratamento de danos
renais induzidos por hiperglicemia para
retardar a progressdo da ND.

Descritores: Células Mesangiais; Glicose;
Apoptose; Oxido Nitrico Sintase; Recep-
tor Purinérgico; Oxido Nitrico.

ABSTRACT

Introduction: Diabetes mellitus (DM)
is a chronic disease characterized by
hyperglycemia that leads to diabetic
nephropathy (DN). We showed that
P2X;, a purinergic receptor, was highly
expressed in  DM; however, when
oxidative stress was controlled, renal
NO recovered, and the activation of
this receptor remained significantly
reduced. The aim of this study was to
assess the influence of NO on the P2X,
and apoptosis in mouse immortalized
mesangial cells (MiMC) cultured in high
glucose (HG) medium. Methods: MiMCs
were cultured with DMEM and exposed
to normal glucose (NG), mannitol (MA),
or HG. Cell viability was assessed by an
automated counter. Supernatants were
collected for NO quantification, and
proteins were extracted for analysis of NO
synthases (iNOS and eNOS), caspase-3,
and P2X. Results: Cell viability remained
above 90% in all groups. There was a
significant increase in the proliferation
of cells in HG compared to MA and NG.
NO, iNOS, caspase-3, and P2X, were
significantly increased in HG compared to
NG and MA, with no changes in eNOS.
We observed that there was a strong and
significant correlation between P2X; and
NO. Discussion: The main finding was
that the production of NO by iNOS was
positively correlated with the increase
of P2X, in MCs under HG conditions,
showing that there is a common stimulus
between them and that NO interacts
with the P2X; pathway, contributing to
apoptosis in experimental DM. These
findings could be relevant to studies of
therapeutic targets for the prevention and/
or treatment of hyperglycemia-induced
kidney damage to delay DN progression.

Keywords: Mesangial Cells; Glucose;
Apoptosis; Nitric Oxide Synthases; Re-
ceptors, Purinergic; Nitric Oxide.
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P2X7 e NO em CMIC sob glicose elevada

INTRODUCAO

A nefropatia diabética (ND) afeta aproximadamente
40% dos pacientes com diabetes e envolve
diversas alteragdes na filtragio glomerular e nos
mecanismos de reabsor¢cao tubular, bem como
alteragdes morfoldgicas no tecido renal, resultando
em insuficiéncia renal cronica'. Um estudo mostrou
que a principal alteragdo ocorre a nivel glomerular,
resultando em expansio da matriz extracelular
mesangial (MEC), hipertrofia e proliferacio de
células mesangiais (CMs), desempenhando um papel
importante no desenvolvimento da ND2. O efeito
da insulina sobre as CMs ainda nao estd claro; a
insulina tem um papel essencial no metabolismo da
glicose, além de ter outros efeitos controversos, como
sua relagio com a fibrose’ e como mantenedora da
funcdo da CM*.

As CMs tém muitas funcdes, incluindo o controle
da filtracio glomerular e a regulagio do fluxo
sanguineo dos glomérulos. Elas também podem
produzir NO e mediadores inflamatérios, incluindo
citocinas’. Além disso, as CMs possuem varios
receptores para uma ampla variedade de horménios
e fatores de crescimento, desenvolvendo multiplas
fungoes fisiologicas em glomérulos®®; em condigdes
patolégicas, a liberacio de diversos fatores no
organismo pode desencadear a expressio de outros
receptores na CM, incluindo receptores purinérgicos’.

Os receptores P2 foram divididos em duas
grandes familias: P2X e P2Y. A familia P2X pode ser
expressa em todos os organismos e consiste em sete
subunidades (P2X1-7). Geralmente atua como um
canal de bloqueio de fons, e seus sinais sdo formados
por dois dominios transmembrana separados por
um dominio extracelular, com duas extremidades
citoplasmaticas (N e C)',

O receptor P2X_, ao contrario de outros, precisa
de altas concentracdes de ATP para ser ativado. A
liberagdo de ATP em muitas células é uma resposta
fisiologica ao estresse mecanico, inflamagio, hipdxia,
ou certos agonistas'®. A estimula¢ao do receptor P2X,
resulta na producdo de citocinas como a interleucina
1B (IL-1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a,
por sua sigla em inglés), assim como na sintese de
espécies reativas do oxigénio (ERO),

O receptor P2X_ ¢ expresso em niveis baixos no rim
em condi¢des normais'?, mas em um estudo ex vivo
em nosso laboratério, demonstramos que tal receptor
foi altamente expresso em animais diabéticos. Além
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disso, quando o estresse oxidativo destes animais foi
controlado, houve uma recuperacio do NO renal
com uma redugdo significativa na ativagio desse
receptor’®, mas ndo sabiamos se havia alguma relacdao
entre o P2X_ e o NO.

Considerando que as CMs sdo as células mais
afetadas pela hiperglicemia nos rins, o objetivo do
presente estudo foi investigar a possivel interacdo
entre o receptor P2X_ e a biodisponibilidade de NO
em células mesangiais imortalizadas de camundongos
em um ambiente que mimetiza a diabetes mellitus.

MaTeriaL E METODOS

CULTURA DE CELULAS MESANGIAIS

A CMiC comprada da American Type Culture
Collection (ATCC - CRL 1927) foi fornecida pela
Divisio de Nefrologia - Universidade Federal de
Sao Paulo. (UNIFESP, SP, Brasil). As células foram
cultivadas e mantidas em um ambiente umidificado
com 95% de ar e 5% de CO2 a 37°C em meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e F12
(3:1) (Vitrocell, Sao Paulo, Brasil) contendo 5% de
soro fetal bovino (SFB). O meio foi substituido a
cada 48 h. Todos os experimentos foram realizados
com células entre a 11* e 16" passagens. O tempo
ideal (72 h) para o tratamento em nosso estudo foi
determinado de acordo com a curva do tempo de
resposta de producio de NO de CMiC expostas a
GE, considerando que, nesse periodo, houve maior
biodisponibilidade de NO. Estudos recentes tém
usado uma dose de 30 mM de glicose para reproduzir
a DM, O protocolo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo
Paulo, sob o nimero 7215080115.

As células foram cultivadas em meio com 1% de
SFB a aproximadamente 50% de semiconfluéncia,
que é a densidade celular ideal para evitar o
supercrescimento, enquanto permite um aumento
na qualidade celular e evita qualquer estresse ou
produgdo de agentes deletérios que possam afetar o
experimento. Os grupos experimentais foram: GN,
que foi cultivada em meio DMEM contendo uma
concentragio padrao de 5,5 mM de D-glicose; GE,
cultivada em meio DMEM contendo D-glicose a
uma concentrag¢do final de 30 mM; e o controle de
osmolaridade, que foi cultivado em meio DMEM
suplementado com MA a uma concentragio final de
30 mM.



VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

As CMiCs foram cultivadas com 5% de SFB em placas
de 12 pogos a uma concentra¢io de 5x10* células/
mL por pogo. Na semiconfluéncia (50%), as células
foram expostas a um meio contendo 1% de SFB em
condi¢oes de GN, MA ou GE. Em seguida, as células
foram tripsinizadas e centrifugadas, o sobrenadante
foi descartado, e as células foram ressuspensas em 1
mL em meio fresco. A viabilidade celular foi avaliada
usando o azul de tripan (0,4%)%. As células foram
contadas utilizando um contador automdtico de
células (Countess, Invitrogen, Carlstadt, EUA).

DosAGEM DE OXIDO NiTRICO

As placas de 12 pocos com uma concentragio de 5x10*
células/mL de CMiC por pogo foram tratadas de acordo
com seus respectivos grupos. Apds o tratamento, o
sobrenadante foi coletado e armazenado em um freezer a
-20°C. Os niveis de NO no sobrenadante foram medidos
por quimioluminescéncia usando o Analisador de Oxido
Nitrico (NOA 280, Sievers Instruments Inc, CO, EUA),
que é um detector de alta sensibilidade para medir NO
(~1 pmol) com base na reacdo quimioluminescente em
fase gasosa entre 0 NO e 0 0z6nio'>. A amostra é injetada
no equipamento, e por meio de uma reacio com cloreto
de vanadio, os metabdlitos estaveis nitrito e nitrato sao
reconvertidos em NO, que é entio medido. Esta técnica
é considerada o padrdo ouro para anélise de NO. Os
valores foram corrigidos pela concentracio de proteina
usando o ensaio de proteina do 4cido bicinconinico
(BCA, por sua sigla em inglés) (Sigma-Aldrich Chemical
CO, MO, EUA).

ANALISE DE PROTEINAS

As células foram cultivadas em placas de Petri a uma
concentracao de 1x10° células/mL e tratadas com GN,
GE ou MA. Em seguida foram lisadas com tampdo RIPA
contendo 50 mM de tris-HCI, 150 mM de NaCl, 0,25%
de 4cido desoxicélico, 1% de nonidet P-40, 0,1% de
SDS, 1 mM de EDTA e inibidor de protease (Millipore,
Sdo Paulo, Brasil). A proteina foi concentrada com
ultrafiltro de 0,5 mL, com tamanho de poro ou limite
de peso molecular nominal de 50 kDa (Millipore, Sdo
Paulo, Brasil), e determinada por ensaio de proteina
BCA (Sigma-Aldrich Chemical CO, MO, EUA). Um
total de 40 pg de concentrado proteico foi aplicado a
um gel de poliacrilamida a 10% e transferido para uma
membrana de nitrocelulose. A ligagdo ndo especifica
foi bloqueada com 10% de leite em p6 desnatado em
um tampdo TBS-T de pH 7,5 seguido por lavagem no
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mesmo tampao a temperatura ambiente. As membranas
foram entdo incubadas durante a noite a 4°C com
anticorpos primdrios e secundarios contra eNOS (1:200
e 1:1000), iNOS (1:200 e 1:1000), caspase-3 (1:500 e
1:5000), P2X, (1:1000 e 1:2000), e actina (1:5000 e
1:10000) (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, EUA).
As bandas de proteina especificas foram visualizadas
usando o substrato HRP quimioluminescente Irmmobilon
Western (Millipore Corporation MA, EUA), e a analise
foi realizada usando o software Image] (US National
Institutes of Health, MD, EUA).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo expressos como média e erro padrio
da mediana (EPM). As diferencas entre os trés grupos
foram examinadas quanto a significancia estatistica
usando a andlise de variancia unilateral (ANOVA)
seguida pelo pos-teste de Comparacio Multipla de
Newman-Keuls para dados paramétricos (NO, células
vidveis e totais, iNOS, eNOS e caspase-3) ou Kruskal-
Wallis seguido pelo pds-teste de Comparagdo Multipla
de Dunn para dados ndo paramétricos (células mortas e
P2X ). Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando p<0,05. A correlagdo entre P2X,
e NO foi analisada pelo teste de Pearson. A anilise
estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software Inc., EUA).

ResuLTADOS

VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR E PRODUCAO DE NO

O tempo escolhido para tratamento de GE foi de 72
h, pois neste momento, ocorreu a producdo mais alta
de NO (150,2 = 10,2) em comparacdo com 24 ou 48 h
(29,2 £ 4,9 e 34,6 + 0,7, respectivamente; p<0,0001).
A producio de NO foi maior apds 72 h (133,7 =
17,6) de tratamento com GE em comparac¢do com 24
h (62,4 = 17) ou 48 h (62,2 = 16,1), p<0,05, Figura 1.
Ap6s 72 h de tratamento com GE, o numero
de células vidveis, niao vidveis e totais aumentou
significativamente em comparag¢ao com os grupos GN
ou MA, e a porcentagem de células vidveis em cada
grupo foi de aproximadamente 94-96% (Tabela 1).

ANALISE DE NOS

A INOS em CMiC apés 72 h foi significativamente
maior em GE (0,38 + 0,02) do que em GN ou MA
(0,22 = 0,025 0,19 = 0,01, respectivamente; p<0,05)
(Figura 2A). A eNOS ndo mostrou diferenga entre
grupos no mesmo periodo (Figura 2B).
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Figura 1. Tempo de resposta de produgao de NO apds 24, 48 ou 72 h de incubagdo de CMiC em GE e biodisponibilidade de NO de CMiC apés 72 h em
meio de GN, MA ou GE. NO: 6xido nitrico; GN: glicose normal (5,5 mM); MA: manitol (30 mM); GE: glicose elevada (30 mM). CMIC: célula mesangial

imortalizada de camundongos. Os valores sao expressos como média e EPM. n=5-7 por grupo. ANOVA unilateral com pés-teste de Newman-Keuls;
p<0,05: &vs 24h; vvs 48h; *vs GN; *vs MA.

TABELA 1 VIABILIDADE E PROLIFERAGAO DE CMIC Nos Grupos GN, MA e GE aros 72H

GN MA GE
Vidveis (108 células/mL) 1,40+ 0,8 1,20 + 0,1 2,30 £0,1°*
Mortas (106 células/mL) 0,06 + 1,0 0,06 + 1,0 0,13 + 0,9
Total (106 células/mL) 1,46 + 0,1 1,26 + 0,1 2,43 £0,1°*
Células viaveis (%) 96 95 95

Figura 2. A) INOS e B) eNOS apdés 72 h em condigdes de GE. iNOS: éxido nitrico sintase induzida; eNOS: éxido nitrico sintase endotelial; GN:

glicose normal (5,5 mM); MA: manitol (30 mM); GE: glicose elevada (30 mM), n=12 por grupo. ANOVA unilateral com pés-teste de Newman-Keuls;
p<0,05: *vs GN; *fvs MA.

ANALISE DE CASPASE-3 E DO RECEPTOR P2X, EM CMIC p<0,05), como mostrado na figura Figura 3A. O
O contetido de proteina da caspase-3, um preditor receptor P2X_ aumentou significativamente no grupo
de apoptose, estava aumentado no grupo GE apés 72 GE ap6s 72 h de tratamento (1,26 = 0,07) comparado

h (0,68 = 0,04), em comparagdo com os grupos GN com os outros grupos, GN (0,87 = 0,05) e MA (0,90
ou MA (0,45 = 0,07; 0,41 = 0,06, respectivamente;  * 0,05), Figura 3B.
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Figura 3. Caspase-3 e B) P2X R ap6s 72 h em condicoes de GE. GN: glicose normal (5,5 mM); MA: manitol (30 mM); GE: glicose elevada (30 mM),
n=12 por grupo. ANOVA unilateral com pds-teste de Newman-Keuls ou Teste de Kruskal-Wallis com o pds-teste de Dunn; p<0,05: *vs GN; vs MA.

Figura 4. Correlacao entre o receptor P2X, e o NO em CMIC apds 72
h em condicdes de GE. GN: glicose normal (5,5 mM); MA: manitol (30
mM); GE: glicose elevada (30 mM), n=7 por grupo. Teste de Pearson,
coeficiente r = 0,75, p<0,0001.

RECEPTOR P2X,, E CORRELAGAO DE NO

Foi encontrada uma correlagio significativa, forte e
positiva entre o receptor P2X_ e os niveis de NO em
todos os grupos (p<0,0001; r = +0,75), como mostrado
na Figura 4.

DiscussAo

No presente estudo, a CMiC mostrou maior
proliferagdo e mortalidade quando tratada com GE em
comparacdo com células expostas a GN; acreditamos
que a morte celular foi devida a apoptose, uma vez
que a caspase-3 estava elevada neste grupo. No
entanto, essas alteracbes nio afetaram a viabilidade
dessas células. No grupo GE, também foi observado
um aumento no receptor P2X_ e na isoforma iNOS.

Um dos principais achados de nosso estudo foi
que o aumento do receptor P2X_ estava fortemente
correlacionado com a biodisponibilidade de NO
em células cultivadas com GE. Suspeitamos que
este aumento no NO foi devido a iNOS, ja que
nio houve diferenca na eNOS entre os grupos.
O achado é importante porque pode explicar um
dos mecanismos pelos quais a hiperglicemia induz
um aumento no receptor P2X . Ao mesmo tempo,
causaria um desequilibrio do sistema nitrosativo/
oxidativo, devido & combinacio de NO com o 4nion
superdxido, levando a produgio de peroxinitrito,
um potente agente citotoxico'®, resultando em maior
dano glomerular durante a progressdo da DM.

Virios estudos tém demonstrado que a GE pode
estimular a proliferacdo de CM por diversos mecanismos,
incluindo o acimulo de ERO''%, Um estudo recente
mostrou que a proliferacio de CM e a producio intensa
de MEC sio fatores-chave no desenvolvimento de ND".
Este estudo corrobora parcialmente nossos dados,
ja que as células tratadas em meio de glicose elevada
apresentaram proliferacdo intensa.

As CMs tém vdrias funcdes sob condicoes
fisiologicas, tais como moderacio da sintese de
MEC, endocitose,
permeabilidade®, e sintese de NO2.. A exposi¢do

hemodinidmica  glomerular,
dessas células ao meio de GE promove o aparecimento
de estresse oxidativo e, consequentemente, um
aumento na producdo de NO via iNOS por meio da
ativagao da via PI3K / Akt?>%3,
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Estes achados sdo consistentes com nosso estudo
na medida em que encontramos um aumento na
sintese de iNOS, e colocamos a hipétese de que este
¢ um fator critico para o aumento na produgdo de
NO, uma vez que a outra isoforma em estudo, eNOS,
ndo mostrou diferenca entre os grupos. A isoforma
endotelial de NO sintase tem um papel importante na
manuten¢do hemodindmica sistémica e renal**%°,

Solini et al. (2005)* mostraram que CMs expostas
a glicose elevada aumentaram a producio de ATP
em relacdo as células normais tratadas com glicose.
Outro estudo demonstrou que a liberagio de ATP
pela ativa¢do de PI3K, Rho quinase, ou aumento da
concentragao de cilcio é comum em meio com GE
e ocorre em diferentes tipos de células?’. Os eventos
que resultam no aumento da concentragio de ATP
extracelular podem levar a uma cascata de agdes
como a estimulacio da sinalizacdo purinérgica®.
Estudos anteriores de Vonend et al. (2004)"?
mostraram que o receptor P2X_ em CMs é produzido
a niveis baixos sob condi¢cbes normais, mas em um
ambiente inflamatério, sua sintese aumenta e requer
grandes quantidades e estimula¢do continua de ATP
extracelular para sua produ¢io?”. Estes dados estdo
de acordo com nosso estudo, jd que o receptor P2X_
foi aumentado significativamente em CMs apds 72 h
de exposi¢io a meio de GE.

O P2X, é um receptor de morte celular envolvido
em apoptose e necrose, levando a formacio de poros
e ruptura da membrana plasmadtica’!. Entretanto,
alguns autores demonstraram que este receptor
também participa da proliferag¢do de células linf6ides™,
microglia®® e células glomerulares, incluindo as
CMs!2, Portanto, em nosso estudo, acreditamos que
este receptor desempenhe um papel importante na
prolifera¢do e apoptose de células expostas a niveis
elevados de glicose.

O P2X_ também pode participar na produgio de
citocinas  pro-inflamatérias, particularmente IL-1B,
IL-18, e TNF-a, o que pode resultar na ativacio de
iNOS e aumento da produgio de 4nion superdxido e
niveis de NO'"343, Desde 1996, Park et al.* ja haviam
demonstrado que existia uma relagdo entre o aumento
da concentragio de cilcio intracelular e a expressdo de
iNOS, e essa interagdo ocorre pela ativacdo de receptores
purinérgicos através de ATP em diferentes tipos de
células®*. Estes estudos corroboram nossos achados
uma vez que a iNOS foi aumentada no grupo GE, o que
provavelmente foi devido a libera¢do de citocinas pré-
inflamatérias mediada pelo receptor P2X_.
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Em nossa pesquisa, mostramos que a expressao
do receptor P2X_ estava significativa e fortemente
associada ao aumento dos niveis de NO nas células
tratadas com GE, provavelmente devido ao aumento
da produgio de iNOS. Sabe-se que tanto a expressio
da iNOS como a do P2X_sdo dependentes de agentes
inflamatorios®>*, o que indica que existe uma lacuna
a este respeito, e sdo necessdrios mais estudos para
uma melhor caracterizacdo e compreensio do perfil
inflamatério de CMs em condi¢coes de GE, mas
acreditamos que ambas tém um gatilho comum, além
da estimulagdo por hiperglicemia.

Estes resultados podem levar a uma melhor
compreensido de como a GE afeta as CMs e pode
induzir a um alto indice de mortalidade, como foi
demonstrado no presente estudo. Com a GE, hd
uma reducdo de algumas fungdes, que podem ser os
elementos-chave para a progressio da ND. Assim, o
receptor P2X_ tornou-se um importante protagonista
em terapias para doengas com altos niveis de estresse
oxidativo e morte celular, como a ND. Um modelo de
rato diabético mostrou que a inativagao do P2X_ por
seu antagonista melhorou a lesdo renal por meio da
reduc¢do de macréfagos pro-inflamatérios*.

Um estudo realizado em nossa equipe mostrou
que o receptor P2X_ estava associado ao desequilibrio
redox em resposta ao controle do estresse oxidativo.
Mais tarde mostramos que o P2X_ foi expresso em
pequenas quantidades durante as semanas de diabetes
e teve um pico de expressdo na 6 semana, resultando
em alta peroxidacdo lipidica e niveis reduzidos de
NO no rim*. Os achados deste estudo corroboram
a fase inicial do estudo supracitado, em que os niveis
ligeiramente elevados de P2X_ foram acompanhados
por niveis mais elevados de NO renal nesses rins
diabéticos, visto que o tempo de incubagio de CM
em meio de GE foi de 72 h, ou seja, menos de uma
semana de DM.

O silenciamento do receptor P2X_ demonstrou
seu efeito deletério renal, pois sua baixa expressio
melhorou a funcdo renal e equilibrou perfis
oxidativos e nitrosativos, demonstrando que a
inibicio do P2X_ pode beneficiar os rins e retardar
a progressdo da ND*®. Além disso, descobrimos que
a entrada de calcio pelo P2X_ era intensa quando
ndo havia terapia adjuvante para DM. Altos niveis
de cidlcio livre no citoplasma acionam mecanismos
apoptéticos manifestados por estresse mitocondrial,
liberagido de citocromo C, e formagdo de caspase 3,
demonstrando que o P2X_ eleva consideravelmente



o calcio intracelular®®. Também observou-se que a
auséncia parcial de P2X modula o sistema renina-
angiotensina e aumenta os niveis de NO*.

Aslimitagoes de nosso estudo foram a falta de marcadores
de estresse nitrosativos, como andlises de 3-nitrotirosina
ou peroxinitrito, avaliagio de outros elementos da cascata
apoptdtica, e medicio dos niveis de calcio.

P2X7 e NO em CMIC sob glicose elevada

Para resumir nossos achados, apresentamos a
forma como acreditamos que funciona o mecanismo
hipotético pelo qual a GE inicialmente leva a um
aumento na producdo de P2X_ desencadeando uma
cascata de eventos e resultando em proliferagio de
CM e/ou apoptose (organograma Figura 5).

Figura 5. Organograma - O esquema mostra como a glicose elevada provavelmente age sobre as células mesangiais. ATP - adenosina trifosfato;

iNOS - 6xido nitrico sintase induzida; 1 - aumento.
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