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RESUMO 

 
 

A lesão renal aguda (LRA) é um fator de risco para o desenvolvimento da hipertensão, que pode 

apresentar como fatores fisiopatológicos subjacentes: elevação do estresse oxidativo, alterações 

na reabsorção de sódio tubular e ativação do sistema renina-angiotensina (SRA) intrarrenal. 

Nesse estudo, investigamos, em ratos, se a LRA induzida por isquemia-reperfusão (IR), induz 

tardiamente alterações do transporte de sódio proximal dependente de ATP e no conteúdo 

proteico de componentes do SRA, bem como investigamos o papel da NADPH oxidase nesse 

processo. Ratos com 120 dias foram submetidos à indução da LRA através de IR bilateral 

(n=24). Após a IR, os animais foram acompanhados por um período de 30 dias, grupo IR (n=8). 

Parte dos animais (n=8) recebeu durante esse período tratamento diário com o inibidor da 

NADPH oxidase apocinina (100 mg/kg), formando o grupo IR + Apocinina Crônica (AC), 

enquanto que outra parte dos animais (n=8) recebeu apocinina 24 horas antes e depois da IR, 

formando o grupo IR + Apocinina Agudo (AA). Outro grupo foi submetido apenas a 

mimetização da cirurgia (Sham, n=8). Após 24 horas de indução da isquemia renal, foi 

observada elevação dos níveis séricos de creatinina e ureia, enquanto que no grupo tratado com 

apocinina essa alteração não foi evidenciada. Após 30 dias da isquemia renal, o grupo IR 

também apresentou elevação da pressão arterial sistólica, bem como aumento da peroxidação 

lipídica, da atividade da NADPH oxidase, da atividade da (Na++K+)ATPase e do conteúdo 

proteico do receptor AT1 da angiotensina II no córtex renal. Por outro lado, foi observado 

diminuição da atividade da Na+-ATPase e do conteúdo proteico das isoformas 1 e 2 da enzima 

conversora de angiotensina, do receptor AT2 da angiotensina II, e das isoformas α e ε da proteína 

cinase C. A maioria dessas alterações foram prevenidas pela inibição da NADPH oxidase por 

administração de apocinina. Dessa forma, concluímos que a LRA induzida por IR pode induzir 

alterações na reabsorção do sódio e expressão de componentes do sistema renina-angiotensina, 

que são compatíveis com a retenção renal de sódio e hipertensão. Esses dados ainda nos indicam 

que a ativação da NADPH oxidase representa um fator-chave na origem dessas alterações. 

 

Palavras-chave: Isquemia-reperfusão. Hipertensão. Lesão renal aguda. Sistema-renina 

angiotensina. Transporte de sódio. 

  



 

 

ABSTRACT 
 

Acute renal injury (AKI) is a risk factor for the development of hypertension, which involves 

oxidative stress, changes in sodium tubular and activation of the intrarenal renin-angiotensin 

system (RAS), as underlying mechanisms. In this study, we investigated in rats whether 

ischemia-reperfusion (IR)-induced AKI induces changes in proximal tubule ATP-dependent 

sodium transport and in the intrarenal  expression of RAS components, as well as the role of 

NADPH oxidase in this process. Rats weighing 300-350 g were submitted to AKI by bilateral 

IR (n=24). After IR injury, the animals were followed for a period of 4 weeks, group IR (n=8). 

One part (N = 8) received daily treatment with the NADPH oxidase inhibitor apocynin (100 

mg/kg, drinking water), forming the group IR + apocynin chronic (AC), while another part of 

the animals (n = 8) received apocynin 24 hours before and after IR, forming the group IR + 

acute apocynin (AA). Another group was submitted to sham surgery (Sham, n = 8). After 24 

hours of induction of renal ischemia, it was observed elevation of serum creatinine and urea 

levels, whereas in the apocynin group this alteration was not evidenced. After 30 days of renal 

ischemia, the IR group also showed elevated systolic blood pressure, as well as increased lipid 

peroxidation, NADPH oxidase activity and upregulation of angiotensin II type 1 receptor 

(AT1R) in the renal cortex. On the other hand, there was a decrease in Na+-ATPase activity and 

downregulation of isoforms 1 and 2 of the angiotensin converting enzyme, type 2 angiotensin 

II receptor (AT2R), and of the α and ε isoforms of protein kinase C. Most of these alterations 

were prevented by the inhibition of NADPH oxidase by administration of apocynin. Thus, we 

conclude that AKI-induced by IR may induce changes in sodium reabsorption and in the 

expression of RAS that are compatible with renal sodium retention and hypertension. These 

data still indicate that the activation of NADPH oxidase represents a key factor in the origin of 

these alterations. 

 

Keywords: Ischemia-reperfusion. Hypertension. Acute kidney injury. Renin-angiotensin 

system. NADPH oxidase 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A hipertensão arterial é uma doença crônica grave, atualmente responsável pelos 

maiores índices de mortalidade mundial, e está associada com complicações fatais em diversos 

sistemas do organismo (CHOBANIAN, 2011; DOMBROWSKI et al, 2018). É clara a relação 

existente entre a pressão arterial e a função renal uma vez que a hipertensão é a comorbidade 

mais comum entre pacientes com doença renal crônica (DRC) (MATOVINOVIĆ, 2009; 

HANRAHIAN et al, 2016). A doença renal pode se estabelecer rapidamente através de diversas 

situações, dentre elas, a instabilidade hemodinâmica. A lesão renal aguda (LRA) ocorre em 

cerca de 16% de pacientes hospitalizados e apresenta alta taxa de mortalidade em todo o mundo 

(SAWHNEY; FRASER, 2017), e quando não tratada adequadamente pode predispor a um 

quadro de desenvolvimento de LRA. Uma das causas mais comuns de LRA, induzida por 

alterações hemodinâmicas renais, é o processo de isquemia-reperfusão, cuja ocorrência é 

comum no procedimento de transplante renal (IMIG E RYAN, 2013).  

A LRA induzida por isquemia-reperfusão causa, entre outras alterações, dilatação do 

lúmen tubular, achatamento epitelial (CARDINAL et al, 2018), e está relacionada a alterações 

no transporte do Na+ em diversos segmentos tubulares do néfron (CHATTERJEE, 2007). 

Aproximadamente 65% da reabsorção de sódio ocorre no túbulo proximal e esse transporte está 

diretamente ligado com a manutenção do volume plasmático e regulação dos níveis pressóricos 

(AIRES, 2008), bem como seu aumento pode levar ao surgimento de hipertensão arterial 

(ROOS et al., 1984; BURNIER et al., 1994). O transporte de sódio no túbulo proximal ocorre 

por transporte dependente de energia, proveniente principalmente da ação de dois 

transportadores ativos localizados na membrana basolateral das células do túbulo proximal, a 

(Na++K+)ATPase e a Na+-ATPase (MCDONOUGH et al, 2003).  

 O transporte tubular proximal de sódio sofre importantes regulações de agentes físicos, 

hormonais e pelo sistema nervoso, podendo ser inibitórias ou estimulatórias. A ativação do 

sistema renina-angiotensina tem sido associada ao aumento desse transporte, sobretudo através 

de vias dependentes de angiotensina II (WANG et al, 2009). A angiotensina II é considerada 

um potente hormônio retentor de sódio no organismo, além de estar envolvida em situações 

adversas. Estudos demonstram que a angiotensina II, via seu receptor AT1 (AT1R), está 

envolvida na elevação dos níveis pressóricos através do aumento da atividade das ATPases 
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transportadoras de sódio do túbulo proximal (ALKHUNAIZI et al., 1996; RANGEL et al., 

2005; QUEIROZ-MADEIRA et al., 2010). 

 O estresse oxidativo também apresenta uma relevante importância na fisiopatologia da 

LRA induzida por isquemia-reperfusão. Estudos tem demonstrado que o comprometimento no 

aporte de oxigênio leva a um aumento na produção de espécies reativas do oxigênio (ROS, do 

inglês reactive oxygen species) e que tratamento antioxidantes previnem o dano renal (LIU et 

al., 2016). Os túbulos proximais renais são especialmente sensíveis a ação de ROS, em parte, 

através de seu impacto no transporte de Na+ dependente de ATP (VIEIRA-FILHO et al., 2014). 

 A enzima NADPH oxidase é uma importante fonte de produção de ROS no tecido renal. 

O aumento de sua expressão/atividade é relatada em modelos de hipertensão e alterações da 

função renal (VIEIRA-FILHO et al., 2014 DOROTEA et al, 2018). A atividade dessa enzima 

pró-oxidante pode ser estimulada pela Ang II e promover ativação de vias envolvidas com 

crescimento e migração celular, apoptose e inflamação (JIANG et al, 2011). Podemos encontrar 

diversos estudos que demonstram que sua inibição apresenta efeitos importantes na proteção de 

lesões mediadas por mecanismos oxidativos (LI et al., 2013), tornando-a assim um possível 

alvo-terapêutico. 

 Nesse contexto, é possível que a LRA, através de vias oxidativas, leve ao surgimento de 

alterações no transporte tubular de sódio e no SRA, que, tardiamente, contribuam para a 

elevação dos níveis pressóricos, mesmo que não sejam observadas alterações em marcadores 

clínicos da função renal. Dessa forma, avaliamos se a lesão renal aguda induzida por isquemia-

reperfusão promove alterações tardias no transporte de sódio do túbulo proximal dependente de 

ATP e no sistema renina-angiotensina renal, que podem tornar o indivíduo mais susceptível ao 

desenvolvimento de hipertensão. Além disso, investigamos se essas alterações envolvem o 

aumento do estresse oxidativo via NADPH oxidase. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 DOENÇA RENAL 

 

Os rins são órgãos que tem como função a manutenção e regulação do volume 

extracelular e sua composição, além de apresentar também funções endócrinas (produção de 

eritropoietina, renina e ativação da vitamina D). Esses eventos são interligados com grande 

complexidade e alterações na função renal podem levar a um comprometimento 

multissistêmico. De modo geral, a maioria das funções homeostáticas desempenhadas pelo rim 

é exercida pelo néfron, através do balanço hidroeletrolítico e excreção de resíduos pelos 

processos de filtração glomerular e reabsorção e secreção tubular (AIRES, 2008). 

A doença renal é reconhecida como um problema global de saúde pública por gerar altos 

custos de assistência médica e baixa qualidade de vida (DUSSE et al, 2016). A doença renal é 

tipicamente classificada em aguda e crônica, sendo comum em adultos e associadas a aumento 

do risco de insuficiência renal. Segundo a Sociedade Internacional de Nefrologia (International 

Society of Nephrology -ISN), a lesão renal aguda afeta 10% a 20% dos adultos hospitalizados 

e a doença renal crônica (DRC) é encontrada em mais de 10% de adultos não hospitalizados 

(LEVEY et al, 2017; BELLO et al, 2017). De acordo com a Sociedade Brasileira de Nefrologia, 

a prevalência de DRC no Brasil é de 595 pessoas por milhão e o número de transplantes renais 

vem aumentando, em média, 10% a cada ano (CRUZ, 2017). 

A LRA é geralmente ocasionada por infecções bacterianas e instabilidade 

hemodinâmica (por exemplo, injúria por isquemia-reperfusão) enquanto a DRC é resultado 

principalmente de complicações na diabetes, hipertensão ou doenças autoimunes (IMIG; 

RYAN, 2013). A LRA possui difícil manejo terapêutico devido a sua especificidade de acordo 

com a causa subjacente (VALLON, 2016). Cerca de 40% dos pacientes que se recuperam da 

LRA apresentam disfunção renal persistente e muitos desenvolvem DRC (MEHTA et al, 2015), 

e ambas, LRA e DRC podem evoluir para doença renal de estágio terminal (LAFRANCE; 

MILLER, 2010). 

 

 

 

2.2 LESÃO RENAL AGUDA (LRA) 
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Clinicamente, lesão renal aguda é descrita como um grupo heterogêneo de condições 

caracterizadas por uma queda repentina (horas ou dias) na taxa de filtração glomerular (TFG) 

seguida por um aumento na concentração sérica de creatinina ou oligúria (LEVEY et al, 2017) 

levando ao acúmulo de resíduos nitrogenados e desequilíbrio eletrolítico (MAKRIS; SPANOU, 

2016; SINGH et al., 2012). É importante destacar que a LRA representa uma situação clínica 

diferente da insuficiência renal aguda (IRA), na qual se caracterizam indivíduos com LRA que 

necessitam de terapia de reposição da função renal (SINGH et al., 2012). Dessa forma, a lesão 

renal aguda pode ser classificada em graus mais sutis e apresentar diagnóstico clínico mais 

retardado devido à ausência de sinais do prejuízo da função renal.  

O Acute Dialysis Quality Initiative Group (ADQI) propôs o critério RIFLE, que tem o 

objetivo de determinar o diagnóstico e estadiamento da LRA de acordo com as seguinte 

alterações: elevação dos níveis séricos de creatinina maior do que 0,3 mg/dL (ou 26,5 μmol/L) 

em período de 48 horas, ou aumento de creatinina sérica maior do que ≥ 1,5 vezes em relação 

ao nível basal, nos últimos 7 dias, ou ainda por uma diurese menor do que 0,5 mL/kg/hora em 

um período maior do que 6 horas (LIU et al., 2016; KOZA, 2016; ADIYANTI; LOHO, 2012). 

A LRA é um problema mais grave nos países em desenvolvimento devido aos fatores 

de risco relacionados ao subdesenvolvimento e à falta de acesso aos cuidados para diagnóstico 

e tratamento, levando à complicações e risco de vida contribuindo para a alta taxa de 

mortalidade. Estima-se que mais de 2,3 milhões de pessoas em todo o mundo morram 

anualmente (MEHTA et al, 2017). Além disso, nos países em desenvolvimento os pacientes 

com LRA são tipicamente mais jovens e saudáveis do que os pacientes com LRA de países 

desenvolvidos, que geralmente são mais velhos e têm múltiplas comorbidades (PONCE; 

BALBI, 2016). 

Classicamente, a lesão renal aguda é dividida em pré-renal, renal (ou intrínseca) e pós-

renal (SINGH et al., 2012). A pré-renal é consequência de redução da TFG por diminuição do 

fluxo sanguíneo renal (por exemplo, isquemia-reperfusão, diminuição da pressão arterial, perda 

de sangue ou fluido, insuficiência cardíaca e cirrose hepática) (ZHOU et al., 2016). Quando a 

causa é intrínseca ao rim, envolvendo dano diretamente no néfron denomina-se LRA renal (ou 

intrínseca), sendo a principal causa a necrose tubular aguda (NTA) que resulta de lesão 

isquêmica ou nefrotóxica advinda, por exemplo, do uso excessivo de antibióticos ou processo 

séptico. Por fim, a LRA pós-renal se dá pela obstrução do sistema de coleta urinária, com 

aumento da pressão dentro dos sistemas coletores renais, resultando em redução da taxa de 

filtração glomerular e insuficiência renal (SINGH et al., 2012). Algumas dessas condições 

podem coexistir no mesmo paciente (MEHTA et al, 2007) 
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Dentre inúmeros fatores presentes em alterações agudas da função renal, a maior parte 

deles ocorrem, sobretudo por indução de situações de instabilidade hemodinâmica, como 

observado em intervenções cirúrgicas de reparação, transplante renal, administração de 

contraste, parada cardíaca, choque volêmico (KOZA, 2016). Essas alterações podem induzir 

importantes danos no tecido renal através da indução de isquemia, sendo esses danos 

intensificados com o retorno do aporte sanguíneo.  

 

2.2.1 Lesão renal por isquemia-reperfusão 

 

A isquemia-reperfusão renal (IR) é considerada um importante processo de LRA (LIU 

et al., 2016) e se dá pela interrupção temporária do fluxo sanguíneo e secundariamente, sua 

restauração. A IR é um processo fisiopatológico comum em um grande número de 

circunstâncias clínicas que afetam milhões dos pacientes, tanto de maneira inesperada (por 

exemplo, infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral, hemorragia), como em cirurgias 

eletivas (por exemplo, transplantes, cirurgia vascular ou cirurgia em que um torniquete é 

utilizado) (HALLADIN, 2015). 

No tecido renal, a IR está associada a danos tubulares e endoteliais, especialmente nos 

capilares peritubulares. Além disso, os episódios de rejeição aguda ocorrem em 15 a 20% dos 

receptores de transplante renal e podem envolver a micro e macrovasculatura do enxerto, 

levando à lesão endotelial (CARDINAL et al, 2018). Essas alterações podem levar a prejuízo 

do fluxo e função renal, além de favorecer agudamente ou a longo prazo o estabelecimento da 

DRC. 

O fluxo sanguíneo renal prejudicado leva a diminuição de fornecimento de oxigênio e 

glicose suficientes para manter a maquinaria necessária à síntese eficiente de adenosina 

trifosfato (ATP). Com isso, a integridade das mitocôndrias celulares também é alterada, as quais 

não poderão ser sustentadas sob essas condições, desencadeando uma cascata de eventos que 

leva a morte celular. Esse processo é observado predominantemente nos túbulos proximais do 

rim, onde a respiração mitocondrial é sua única fonte de energia (SAIKUMAR; 

VENKATACHALAM, 2003). O declínio na concentração de ATP pode levar a alterações de 

mecanismos que dependem da sua energia, como por exemplo, o funcionamento da 

(Na++K+)ATPase localizada na superfície basolateral das células do túbulo proximal, 

permitindo o acúmulo intracelular de íons Na+ seguido por um influxo de água levando a edema 

celular, ruptura e eventual morte celular (CHATTERJEE, 2007).  
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A fase isquêmica, em virtude da diminuição do aporte de nutrientes, sobretudo glicose, 

estimula o metabolismo anaeróbio e leva a produção de lactato, com consequente acidose 

intracelular e estimulação do trocador Na+/H+ (ADIYANTI; LOHO, 2012). Além disso, o 

ambiente isquêmico diminui a atividade das enzimas antioxidantes, como a catalase e 

superóxido dismutase, e aumenta a atividade de enzimas pró-oxidantes. Nessa fase ainda 

podemos observar achatamento epitelial, dilatação do lúmen tubular e formação de agregados 

de descamações celulares (ADIYANTI; LOHO, 2012).  

Apesar da fase isquêmica induzir morte celular proveniente da redução do aporte de 

nutrientes e síntese de ATP, esses danos são ainda mais intensificados com o retorno do fluxo 

sanguíneo. A reperfusão promove o surgimento de alterações com padrão diferente da isquemia, 

mas que potencializa a necrose e apoptose tubular, sobretudo por estimulação de fatores 

inflamatórios (YAP; LEE, 2012) e liberação de espécies reativas do oxigênio (ROS, do inglês 

reactive oxygen species) (Figura 1). Esse processo resulta no sequestro de diferentes células 

imunitárias, mediadores inflamatórios incluindo citocinas, quimiocinas, entre outros, para a 

região isquêmica, o que por sua vez facilita a indução de condições inflamatórias nestes tecidos 

(MINHAS et al., 2016). 

A lesão isquêmica é um evento local, entretanto, a formação de ROS e neutrófilos 

ativados, após a revascularização, pode atingir outros órgãos através da circulação sanguínea, 

podendo levar a danos sistêmicos (HALLADIN, 2015). A rápida normalização do pH, devido 

a volta do aporte sanguíneo, aumenta a citotoxidade na célula. Essa rápida normalização do pH, 

estresse oxidativo e aumento de Ca2+ induz alterações nas mitocôndrias, levando ao seu 

rompimento. Nesse processo, ocorre o extravasamento da citocromo c, um importante ativador 

de vias pró-apoptoticas no citoplasma (HALLADIN, 2015). 
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Figura 1. Mecanismo proposto para geração de radicais livres de oxigênio após períodos de 

isquemia-reperfusão (CASTRO E SILVA JR. et al, 2003). 

 

2.3 HIPERTENSÃO  

 

A hipertensão é uma das principais doenças crônicas da atualidade e afeta 

aproximadamente 1,13 bilhão de pessoas em todo o mundo (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2017). A elevação da pressão arterial está claramente relacionada à 

diminuição da expectativa de vida e danos a um ou mais órgãos-alvo, sendo importante fator 

de risco para doenças cardíacas, acidente vascular cerebral e insuficiência renal. Apesar de um 

atual aumento na conscientização pela prevenção da hipertensão, estima-se que em 2030 mais 

de 27 milhões de pessoas serão hipertensas (HANRAHIAN et al, 2016; DOMBROWSKI et al, 

2018).  

A hipertensão arterial é uma condição clínica complexa e multifatorial que envolve 

aspectos genéticos, fisiológicos e ambientais, mas que geralmente está associada a distúrbios 

metabólicos e alteração na morfologia/função de órgãos-alvo (7ª Diretriz Brasileira de 

Hipertensão Arterial, 2016). É clinicamente caracterizada por elevação sustentada da pressão 

arterial sistólica em níveis maiores ou iguais a 140 mmHg e/ou da pressão arterial diastólica 90 

mmHg (7ª Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial, 2016).  

 Já é bem conhecida a relação entre a hipertensão e a função renal, tanto em processos 

fisiológicos quanto em processos patológicos (QIAN, 2018). A DRC e a hipertensão possuem 

uma ligação peculiar, de maneira que uma pode ser causa ou consequência da outra, tornando 
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difícil determinar quem precede quem. A hipertensão é a comorbidade mais comum em 

pacientes com DRC, cerca de 80% apresentam hipertensão e sua prevalência aumenta à medida 

em que diminui a função renal (SANTOS et al, 2012, HANRAHIAN et al, 2016). Múltiplos 

mecanismos renais atuam na regulação da pressão arterial e podem estar diferentemente 

alterados nos indivíduos hipertensos (BANKIR et al, 2010). A reabsorção tubular do sódio 

alterada representa um mecanismo base para o aumento dos níveis pressóricos arteriais. Burnier 

e colaboradores (1994) mostraram que a reabsorção de sódio no túbulo proximal é maior em 

indivíduos hipertensos não tratados. 

 

2.4 TRANSPORTE DE SÓDIO DO TÚBULO PROXIMAL – (Na++K+)ATPASE E Na+-

ATPASE 

  

O túbulo proximal tem papel significativo no balanço corpóreo de Na+, em virtude de 

ser o segmento responsável pela maior proporção de transporte do íon, seja de forma ligada a 

outros íons (por exemplo, Cl-, HCO3
-) ou por co-transporte com solutos orgânicos (glicose, 

aminoácidos). Esse fluxo de transporte é dado através de transportadores específicos, 

localizados na membrana apical da células do túbulo proximal (Figura 2). 

 

Figura 2. Principais mecanismos de transporte de sódio no túbulo proximal. (Fisiologia - 

Margarida Aires, 3º edição, 2008) 

A energia utilizada para o transporte do sódio na membrana luminal, é proveniente da 

bomba de Na+ e K+, a (Na++K+)ATPase, presente na membrana basolateral das células do 

túbulo proximal. Utilizando uma molécula de ATP, a (Na++K+)ATPase transporta três Na+ para 

o ambiente extracelular e dois K+ para o ambiente intracelular, contra seus respectivos 

gradientes de concentração. Esse transporte ativo fornece um gradiente de difusão para outros 
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transportadores que mantém a homeostase tubular (APERIA et al, 2016). A (Na++K+)ATPase 

é parte da família de ATPases do tipo P, juntamente com a H+/K+-ATPase e a Ca2+-ATPase, 

que possuem como principal semelhança um resíduo aspartil em seu sítio catalítico, além de 

apresentarem dois estados conformacionais distintos durante o ciclo catalítico (APERIA et al, 

2016).  

A (Na++K+)ATPase é um complexo proteico-enzimático transmembrana ubíquo 

estruturalmente formado por duas subunidades, α e β, que, entretanto, podem apresentar 

pequenas proteínas acessórias da família FXYD. A subunidade α é formada por cerca de 1000 

aminoácidos e tem peso molecular de aproximadamente 110 kDa. Nesta subunidade estão 

presentes o sítio de ligação ao ATP, o sítio de ligação aos cátions, o sítio de fosforilação, além 

de apresentar também o sítio de ligação aos seus inibidores (glicosídeos cardiotônicos, a 

exemplo da ouabaína), sendo, portanto, a unidade funcional catalítica dessa enzima. São 

conhecidas quatro isoformas dessa subunidade (α1- α4), que possuem diferentes níveis de 

expressão a depender do tipo celular em que são encontradas. A subunidade β possui três 

diferentes isoformas (β1- β3), com cerca de 300 aminoácidos e peso molecular de 

aproximadamente 50 kDa. Ela funciona como uma chaperona e sua associação com a 

subunidade α facilita a sua inserção na membrana, e é fundamental para a adequada atividade 

da enzima. (HAUCK, 2012; FERAILLE; DIZIN, 2016). 

A (Na++K+)ATPase possui dois estados conformacionais, E1 e E2. Essas transições 

conformacionais medeiam a interação entre os domínios citoplasmáticos e os sítios 

transmembranares onde os cátions irão se ligar. Essas conformações transitórias acoplam os 

processos de ligação, fosforilação e desfosforilação do ATP e consequentemente a extrusão dos 

íons Na+ e intrusão dos íons K+ (JORGENSEN et al, 2003). Esse esquema de diferentes 

conformações durante o ciclo catalítico foi proposto pelos pesquisadores R. L. Post e R. W. 

Albers, em 1969, e também se aplica aos outros membros da família de ATPases do tipo P 

(Figura 3) (CUI; XIE, 2017). Além disso, uma série de estudos mostraram que a 

(Na++K+)ATPase pode apresentar, além da sua função de transportador ativo de íons, função 

de sinalização (XIE; CAI, 2003; LI; XIE, 2009; LIU; XIE, 2010). A interação dessa enzima 

com a ouabaína ativa diferentes vias de sinalização, incluindo várias cascatas de proteínas 

cinases e aumento da produção de ROS (LIU et al, 2018). Vale salientar que a função 

sinalizadora da (Na++K+)ATPase é independente de alterações nas concentrações dos íons Na+ 

e K+.  
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Figura 3. Representação do esquema de Post-Albers do mecanismo de diferentes 

conformações da (Na++K+)ATPase. (modificado de CUI, 2017). 

  

Uma outra ATPase também presente na membrana basolateral das células do túbulo 

proximal é conhecida pelo seu papel no ajuste fino da regulação da reabsorção do sódio, a Na+-

ATPase (LARA et al, 2008). Sua atividade é estimulada pela presença apenas do íon Na+, não 

requerendo o íon K+, diferentemente da (Na++K+)ATPase. Além disso, as duas ATPase 

apresentam pH ótimo e afinidade ao sódio ligeiramente distintos. A Na+-ATPase é um 

complexo proteico formado por duas subunidades, a subunidade α que tem peso de 

aproximadamente 90 kDa e a subunidade β com cerca de 50 kDa. Também é parte da família 

das ATPase do tipo P, como a (Na++K+)ATPase, contudo é insensível a ouabaína, porém inibida 

pela furosemida (ROCAFULL et al, 2012). 

 

2.4.1 Transporte proximal de sódio e hipertensão 

 

 Segundo Guyton et al (1974), devemos considerar a regulação da pressão arterial a longo 

prazo como sendo função de um sistema de equilíbrio de fluidos, tendo a natriurese como um 

mecanismo que mantém a constância do conteúdo de íon Na+ no ambiente extracelular. A partir 

dessa ideia, é sugerido que a hipertensão sensível ao sal está ligada a alterações no transporte 

de sódio no tecido renal (TITZE et al, 2010). O balanço de sal pode ser em partes regulado pela 

ingestão, contudo, o modo de vivência da atualidade dificulta cada vez mais esse controle. 

Consequentemente, a sobrecarga para essa regulação fica por responsabilidade dos rins. Mesmo 

com ausência evidente da redução na hemodinâmica renal, distúrbios no mecanismo de 



24 

 

transporte tubular podem levar a hipertensão (NAVAR, 2005). Na hipertensão essencial 

humana poligênica, é visto aumento da reabsorção de sódio no segmento tubular proximal e 

ramo ascendente espesso da alça de Henle (ORTIZ; GARVIN, 2001; STAESSEN et al, 2008). 

 Estudos apontam correlação entre os transportadores proximais e a hipertensão. 

Reduções coordenadas na distribuição de NHE3 (isoforma 3 do trocador Na+/H+) ao longo da 

superfície apical das células proximais, bem como redução na atividade da (Na++K+)ATPase 

podem ser importantes para uma resposta na hipertensão (ZHANG et al, 1999; MCDONOUGH, 

2010). Além disso, foi visto que variação genética de uma proteína do citoesqueleto que regula 

a atividade da (Na++K+)ATPase, a α-aducina, mostrou-se relacionada com prevalência de 

hipertensão arterial em diferentes populações. A presença da variante estava ligada a aumento 

da atividade da (Na++K+)ATPase e aumento na reabsorção de sódio em pacientes hipertensos 

(IWAMOTO et al, 2006).   

 Em animais da linhagem SHR (ratos espontaneamente hipertensos, do inglês 

spontaneously hypertensive rats) a (Na++K)ATPase não responde a sinalização inibitória 

dopaminérgica, apesar de haver produção aumentada de dopamina (RACZ et al., 1986; 

ALBRECHT et al., 1996). Os SHR apresentam aumento na reabsorção de sódio precocemente, 

quando ainda não apresentam aumento nos níveis pressóricos (CRAJOINAS et al., 2010). Além 

disso, Rocafull et al (2012) mostrou que essa linhagem de ratos apresenta atividade da Na+-

ATPase aumentada no córtex renal, mas não no intestino delgado, e sugere que a Na+ -ATPase 

pode ser importante na patogênese da hipertensão essencial. 

  

2.5 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA 

 

O SRA é conhecido como um sistema hormonal criticamente envolvido na regulação da 

homeostase e hemodinâmica renal e cardiovascular. Seu principal efetor é a angiotensina II 

(Ang II), que desencadeia uma ampla gama de efeitos em todos os sistemas, incluindo coração, 

rins, sistema nervoso e sistema imunológico. Entretanto, sua função primária é a de homeostase 

circulatória, e sua suprarregulação pode levar ao desenvolvimento de hipertensão, insuficiência 

cardíaca (SPARKS et al, 2014) e alterações na função renal (YANG, 2017). O SRA é 

classificados em dois eixos principais: convencional e não convencional.  

O eixo convencional consiste na formação de Ang II a partir do angiotensinogênio 

produzido no fígado. Este é clivado em pH neutro pela enzima renina, uma protease sintetizada 

no aparelho justaglomerular de cada néfron, sendo essa síntese sensível principalmente a 

diminuição nas concentrações de Na+ circulante. A renina converte o angiotensinogênio em 
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angiotensina I (Ang I) que passa por uma segunda clivagem e é transformada em Ang II por 

ação da enzima conversora de angiotensina (ECA). A Ang II medeia suas funções fisiológicas 

através de dois receptores dependentes do tecido-alvo que apresentam efeitos contrários, o 

receptor do tipo 1 de angiotensina II (AT1R) e o receptor do tipo 2 de angiotensina II (AT2R). 

Pela via do AT1R, a Ang II apresenta efeitos vasoconstritores, pró-inflamatórios, apoptóticos e 

pró-oxidativos. Por outro lado, agindo via AT2R, estimula vasodilatação, angiogênese, efeitos 

anti-inflamatórios e anti-oxidantes (ARROJA et al, 2016). A Ang II possui maior afinidade pelo 

AT1R, que tem sua via de sinalização clássica mediada pela proteína Gq, levando a liberação 

de Ca2+ e ativação dos sistemas mediados pela PKC (BOOZ et al., 1994), enquanto o AT2R 

atua via proteína Gi (KANG et al., 1994; ZHANG; PRATT, 1996). 

O eixo não convencional do SRA tem a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) 

como molécula chave. Essa enzima cliva a Ang I em Ang-(1-9) e a Ang II em Ang-(1-7), 

peptídeo que, através do receptor Mas (MasR), desencadeia efeitos anti-hipertensivos, anti-

inflamatórios e anti-fibróticos. Dessa forma, o aumento da atividade da ECA2 desloca o eixo 

de formação de Ang II para o eixo que forma peptídeos com ações contrárias. Além da Ang-(1-

7), outros peptídeos podem ser formados pelo eixo não convencional do SRA, como por 

exemplo Ang III e Ang IV (SHARMA et al, 2019). Na Figura 4 temos uma representação 

esquemática de ambos os eixos do SRA.  

Outro aspecto mais atual relacionado ao SRA envolve a localização de seus 

componentes. Além do SRA sistêmico, alguns órgãos possuem um SRA próprio com produção 

local de seus componentes, a exemplo do rim. Alterações na ativação do SRA intrarrenal tem 

sido relatada como um mecanismo importante para hipertensão e doença renal (YANG; XU, 

2017). Ativação intra-renal desse sistema e altos níveis de Ang II via AT1R são apontados como 

principais fatores de risco para LRA (KONTOGIANNIS; BURNS, 1998), assim como a LRA 

foi associada a uma elevação significativa dos níveis de Ang II, porém Ang I ou Ang-(1-7) 

tecidual não foram alteradas (SHARMA et al, 2019). Além disso, a ativação do SRA pode 

persistir mesmo após recuperação da função renal na LRA, e essa superativação prolongada 

pode desencadear DRC por diversos mecanismos (CHOU et al, 2018). Ohashi et al (2019), 

mostrou que o SRA intrarrenal é ativado no rim transplantado imediatamente após a remoção 

do mesmo e esses resultados podem ter relação com o aumento do risco de doença renal em 

transplantados. 
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Figura 4. Representação esquemática dos eixos do Sistema Renina-Angiotensina (Modificado 

de ARROJA MM et al, 2016). 

 

A Ang II possui efeitos diretos e indiretos no transporte renal de sódio em diferentes 

segmentos tubulares e através de diferentes receptores. É responsável por cerca de 50% da 

regulação do transporte de sódio proximal, sendo considerada um potente hormônio retentor de 

sódio do organismo (WANG et al., 2009). É capaz de estimular a atividade do NHE3 entre 

outros efeitos, via AT1R, por outro lado, a ativação do AT2R inibe a reabsorção de sódio por 

internalização do NHE3 e (Na++K+)ATPase (CRAJOINAS et al, 2016; CAREY, 2017).  

Ambas as ATPases citadas anteriormente sofrem influências regulatórias positivas ou 

negativas pela Ang II (WANG et al, 2009), além disso regula o trocador Na+/H+ da membrana 

apical e o co-transporte basolateral de NaHCO3 nas células do túbulo proximal (NAVAR, 

2015). Adicionalmente, Ang II estimula a liberação de aldosterona no córtex da glândula 

adrenal, podendo levar a retenção de sódio e aumento no volume sanguíneo circulante 

(NANGAKU; FUJITA, 2008). 

Segundo Xu et al (2006) a ativação do receptor do tipo 1 de angiotensina II aumenta a 

atividade de NHE3, além de aumentar sua expressão na membrana apical de células do túbulo 

proximal. Um estudo de Grande e colaboradores (2011) mostrou que a superexpressão de um 

gene específico nas células do túbulo proximal induziu hipertensão via estresse oxidativo com 

ativação do sistema renina-angiotensina. A atividade da Na+-ATPase pode ser estimulada pela 
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Ang II mediada pelo receptor AT1 via PI-PLCβ / PKC (De Souza et al, 2004). Por outro lado, 

De Souza et al (2007), demonstrou que Ang II pode inibir a Na+-ATPase mediada pelo AT2R 

via PKA. 

O sistema renina-angiotensina intrarrenal parece amplificar as ações da angiotensina II 

sistêmica no transporte de sódio proximal e pressão arterial. O aumento na síntese de Ang II é 

um frequente achado em pacientes com doença renal crônica (GONZALEZ-VILLALOBOS et 

al, 2013).  

  

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

A produção de espécies reativas do oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species) 

é conhecida como um mecanismo de defesa contra hospedeiros, utilizada pelos neutrófilos para 

destruir patógenos exógenos, além de apresentarem importante papel como segundo 

mensageiros em diversa vias de sinalização intracelular. Em condições fisiológicas a produção 

de ROS permanece em um equilíbrio dinâmico, sua produção é regulada por processos celulares 

e ação das enzimas catalase, superóxido dismutase e glutationa peroxidase, principais 

componentes do sistema antioxidante (ZHANG et al, 2016) além da ação não enzimáticas, 

como ácido ascórbico e tocoferois. Quando ocorre um desequilíbrio entre os níveis de 

substâncias pró-oxidantes e antioxidantes, define a ocorrência de estresse oxidativo. Esse 

desequilíbrio pode resultar em dano celular, lesão tecidual e inflamação por oxidação de 

proteínas, lipídeos e DNA (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; SENA et al, 2018). 

A produção de ROS pode ocorrer de maneira endógena a partir da cadeia transportadora 

de elétrons mitocondrial e no citoplasma por enzimas oxidantes, como a xantina oxidase, 

ciclooxigenases, lipooxigenase, mieloperoxidases, citocromo p450, óxido nítrico sintase 

desacoplada, peroxidases e NADPH oxidase, durante reações biológicas normais (LIOU et al., 

2010). Por outro lado, fontes exógenas podem induzir sua produção, como radiação ultravioleta, 

álcool, cigarro e xenobióticos (PALIPOCH, 2013). As principais moléculas de espécies reativas 

do oxigênio produzidas são o ânion superóxido (O-
2), radical hidroxila (•OH) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (LOREN; YAZAN, 2012). 

No rim, as principais e mais comuns fontes de ROS são a cadeia respiratória 

mitocondrial e a NADPH oxidase (NOX) (SURESHBABU et al, 2015). O aumento de estresse 

oxidativo pode acarretar em vasoconstrição, remodelamento vascular, inflamação e fibrose 

(RODRIGUEZ-PORCEL et al., 2017). Na LRA, além do dano tubular e a inflamação, um 

componente predominantemente envolvido é o estresse oxidativo, principalmente por lesão por 
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I/R.  Durante a reperfusão, há conversão de hipoxantina em xantina (catalisada pela xantina 

oxidase formada a partir da xantina desidrogenase), levando a formação de peróxido de 

hidrogénio e superóxido (DEVARAJAN, 2006). 

O túbulo proximal contém um alto número de mitocôndrias e é particularmente bastante 

susceptível a ação de ROS geradas por hipóxia que podem induzir lesão tubular promovendo 

morte celular por apoptose ou necrose. Chien et al (2001), demonstraram que o excesso de 

radicais livres produzidos no epitélio do túbulo próximal pode ser responsável pela apoptose de 

células renais em ratos sujeitos à isquemia-reperfusão. Além disso, ROS atuam em diversos 

processos de sinalização intracelular via oxidação de proteínas cinases, incluindo PKA e PKC. 

Essas proteínas cinases ativadas fosforilam outras proteínas que estão envolvidas em diversas 

vias para diferentes mecanismos fisiológicos ou patológicos (ZHANG et al, 2016). 

A proteína cinase A (PKA, do inglês protein kinase A), é também conhecida como 

proteína cinase A dependente de AMPc e sua atividade pode ser dada pela ligação de duas 

moléculas de AMPc a sua subunidade regulatória. ROS influenciam na fosforilação da PKA, 

entretanto, a fosforilação da PKA também influencia na homeostase do ROS (ZHANG et al, 

2016). A via AMPc/PKA atua na regulação do complexo I da cadeia respiratória mitocondrial 

e pode determinar a síntese e acúmulo de ROS (PAPA, 2013).  

A proteína cinase C (PKC, do inglês protein kinase C) faz parte da família da serina-

tirosina cinase e atualmente são conhecidas onze isoformas, divididas em três grupos: 

convencionais, novel e atipícas. As PKCs convencionais (α, βI, βII e γ) são caracterizadas por 

usarem Ca2+, diacilglicerol/éster de forbol e fosfatidilserina para sua ativação, enquanto que as 

PKCs do grupo novel (δ, ε, θ e η) são ativadas pelo diacilglicerol / éster de forbol mas não pelo 

Ca2+. Por outro lado, as PKCs atípicas (isoformas ζ e λ) não são ativadas por diacilglicerol e 

Ca2+, entretanto usualmente são ativadas por fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) e PDK1 

(DAS, 2016). Os domínios reguladores da PKC são regiões que possuem abundância em 

cisteínas, que são altamente susceptível a ação de ROS, que podem influenciar de maneira dupla 

a atividade dessas cinases, ativando-as ou inibindo-as (ZHANG et al, 2016).  

 

2.7 NADPH OXIDASE 

 

Dentre as enzimas envolvidas na síntese de ROS, a NADPH oxidase é uma das 

principais responsáveis pela alta produção em diversos mecanismos fisiológicos e 

fisiopatológicos. Essa enzima tem a capacidade de gerar ânions superóxido por meio da 
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transferência de elétrons através da membrana e se encontra em praticamente todos os tecidos, 

células fagocíticas e não-fagociticas (BEDARD et al., 2007). 

A NADPH oxidase (do inglês, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) é um 

complexo multiproteico, cujo arquétipo é formado por dois elementos ligados a membrana 

(gp91phox e p22phox), três componentes citosólicos (p67phox, p47phox e p40phox) e uma GTPase de 

baixo peso molecular (rac1 ou rac2) (BEDARD et al, 2007). Sua ativação depende da 

translocação dos componentes citosólicos e fosforilação de vários desses componentes e da 

Rac, para resultar em um complexo totalmente integrado e ativado (Figura 5). O balanço entre 

a forma inativa (GDP-ligada) e ativa (GTP-ligada) da Rac regula a junção das subunidades 

membranares e citosólicas da NADPH oxidase (BEDARD et al., 2007). 

Até o momento a família NOX é formada por sete isoformas, NOX1-NOX5, DUOX1 e 

DUOX2. Possuem estruturas semelhantes e seis α hélices transmembranares, a excessão das 

DUOX que possuem ainda uma sétima α hélice (Figura 6). Cada uma delas apresenta um sítio 

de ligação para heme, dinucleotídeo de flavina adenina (FAD) e NADPH (MA et al, 2017). 

Vale salientar que apesar de semelhanças estruturais a distribuição e regulação dessas isoformas 

varia de acordo com o tecido (onde diferem em percentual de expressão), requisitos de ativação 

e co-fatores, taxa de formação de superóxido e funções fisiológicas aparentes (CLARK et al., 

2004), além disso possuem atividade regulada por diversos hormônios (incluindo Ang II), 

citocinas e forças mecânicas, que estimulam uma maior produção de superóxido (CAI et al., 

2003). A NOX4, por exemplo, é abundantemente expressa no rim e é uma importante fonte 

renal de ROS (SEDEEK, 2013).  

A Ang II estimula a enzima NADPH oxidase a produzir espécies reativas do oxigênio e 

isso leva a modificações oxidativas nas subunidades das ATPases do túbulo proximal, podendo 

regular suas atividades ou até mesmo degradá-las (LIU et al, 2017). A estimulação crônica na 

produção de ROS pode estimular modificações oxidativas na (Na++K+)ATPase, causando 

alterações na reabsorção de sódio e pressão arterial (LIU, 2017). Em diferentes modelos animais 

a administração de antioxidantes mostra efeitos benéficos no controle da pressão sanguínea 

(TOUYZ, 2004). Vieira-Filho e colaboradores (2011) demonstrou que a desnutrição materna 

induz alterações nos componentes do SRA e na reabsorção de sódio dependente deste sistema, 

entretanto, o tratamento antioxidante conseguiu prevenir essas alterações, mostrando 

envolvimento do estresse oxidativo e sistema renina-angiotensina na regulação do transporte 

de sódio. 

A NADPH oxidase (NOX) é uma possível via envolvida na produção de ROS na lesão 

renal aguda. Newaz e Yousefipour (2014) demonstraram que a isoforma 2 da NADPH oxidase 
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(NOX2) contribui para o aumento da geração de radicais livres mediado na lesão renal aguda 

induzida por glicerol. Dorotea et al (2018) mostrou que um pan-inibidor da NOX melhorou 

lesão tubular e podocitária, função renal, atenuou inflamação, fibrose e estresse oxidativo no 

rim diabético. Hannken et al. (1998) mostrou que a Ang II medeia a ativação da NADPH 

oxidase e leva a hipertrofia das células tubulares renais. Dada a importância da NADPH oxidase 

na produção de ROS, que por sua vez apresenta papel-chave no mecanismo de lesão renal 

induzido pela IR, a sua inibição pode representar uma importante estratégia terapêutica.  

 

 

Figura 5. Estrutura e Ativação da NADPH oxidase (Modificado de MCCANN et al., 2013) 

 

Figura 6. Representação das isoformas da NADPH oxidase. (MA, 2018) 
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2.8 APOCININA 

 

A apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona ou acetovanilona), é um catecol metoxi 

que ocorre naturalmente e foi isolada da planta Picrorhiza kurroa e descrita pela primeira vez 

por Schmiedeberg em 1883 (STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008). É conhecida 

experimentalmente por ser um eficiente inibidor da NADPH oxidase em vários modelos 

envolvendo células fagocíticas ou não fagocíticas in vivo e in vitro (XIMENES et al., 2007). A 

apocinina atenua a liberação de superóxido proveniente da NOX por bloquear a migração da 

p47phox (subunidade citosólica) para a membrana, impedindo a montagem do complexo que é 

crucial para a ativação da enzima (Figura 7) (TOUYZ, 2008; T’HART et al, 2014; VIRDIS et 

al, 2016).  

Para obter sua capacidade de inibidor da NOX a apocinina precisa ser oxidada, e essa 

oxidação é garantida na presença de H2O2 e mieloperoxidase, levando a produção de um 

intermediário reativo que se estabiliza com ligação a grupos tiol livres, por exemplo, GSH, ou 

por dimerização, resultando em diapocinina, composto metabolicamente ativo da apocinina. 

(T’HART et al, 2014). 

Um número considerado de estudos trazem a apocinina como um protetor eficaz para 

diversas situações adversas, o que a torna uma possível e potencial abordagem terapêutica. 

Alguns estudos demonstram que o tratamento com apocinina pré-injuria leva a uma inibição 

agudo da NOX e pode ser benéfico de maneira similar ao knockdown (MA et al, 2018). Em 

modelo animal de injúria cerebral, Zhang et al (2012) mostraram que o pré-tratamento com 

apocinina resultou em neuroproteção do córtex, bem como já foi demonstrado que o tratamento 

com apocinina pode apresentar efeito protetores contra IR renal, reduzindo estresse oxidativo, 

reação inflamatória (Hoi et al., 2015) e danos histológicos (Hu et al., 2016), protegendo a função 

renal. Virdis e colaboradores (2016) concluíram que o tratamento com apocinina pode reverter 

as alterações funcionais e estruturais vasculares na hipertensão experimental, levando a reduzir 

ou prevenir a elevação da pressão arterial, podendo seu efeito estar associado ao aumento da 

expressão e atividade do óxido nítrico (NO). Em 2015, Liu e colaboradores mostraram que 

NOX é a principal contribuinte na produção de ROS no modelo obstrução ureteral unilateral 

(OUU) e que essa produção é provavelmente responsável pela regulação adicional da expressão 

da (Na++K+)ATPase no túbulo proximal, entretanto, o tratamento com apocinina foi capaz de 

melhorar esse efeito. 
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Figura 7. Representação esquemática da ativação da NADPH oxidase e o mecanismo de ação 

da apocinina (VIRDIS et al., 2016). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

É clara a relevância que a produção de radicais livres do oxigênio pode apresentar na 

integração de diversos mecanismos subjacentes ao desenvolvimento da doença renal 

(crônica/aguda), fazendo com que a enzima pró-oxidante NADPH oxidase seja um promissor 

alvo terapêutico. Contudo, devido as suas participações em diversas respostas fisiológicas no 

tecido renal e vascular, a inibição inadvertida dessas enzimas também podem comprometer a 

função renal. Dessa forma, é fundamental investigarmos o papel dessa enzima em mecanismos 

subjacentes a lesão renal aguda, investigando sua possível participação no desenvolvimento da 

hipertensão, através da modulação do sistema renina angiotensina e do transporte de sódio 

proximal. 
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4  OBJETIVOS 

 

4.1. Geral 

 

Investigar, em ratos, se a lesão renal aguda induzida por isquemia-reperfusão, em 

situações tardias, induz alterações do transporte de sódio proximal dependente de ATP e de sua 

modulação dependente do sistema renina-angiotensina. Secundariamente, investigar o papel da 

NADPH oxidase nesse processo. 

 

 

4.2. Específicos 

 

Avaliar em ratos submetidos a isquemia-reperfusão, sob presença ou ausência de 

tratamento com apocinina:  

i) Pressão arterial sistólica;  

ii) Peroxidação lipídica renal; 

iii) Produção renal de ânions superóxido e atividade da NADPH oxidase;  

iv) Atividade da (Na++K+)ATPase sensível à ouabaína em frações de membrana do 

túbulo proximal;  

v) Atividade da Na+-ATPase sensível a furosemida em frações de membrana do 

túbulo proximal;  

vi) Conteúdo proteico:  

- do receptor AT1 da angiotensina II; 

- do receptor AT2 da angiotensina II;  

- da enzima renina e seu precursor pró-renina;  

- de angiotensinogênio; 

- das isoformas 1 e 2 da enzima conversora de angiotensina; 

- das isoformas α, λ e ε da proteína cinase C; 

- da proteína cinase A; 

- da (Na++K+)ATPase 
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ABSTRACT 

 

Acute renal injury (AKI) is a risk factor for the development of hypertension, which involves 

oxidative stress, changes in Na+ tubular and activation of the intrarenal renin-angiotensin 

system (RAS) as underlying mechanisms. In this study, we investigated in rats whether 

ischemia-reperfusion (IR)-induced AKI induces changes in proximal tubule ATP-dependent 

Na+ transport and in the intrarenal content of RAS components, as well as the role of NADPH 

oxidase in this process. Rats weighing 300–350 g were submitted to AKI by bilateral IR (n25). 

After IR injury, the animals were followed for a period of 4 weeks. One part (n7) received 

daily treatment with apocynin, a NADPH oxidase inhibitor (100 mg/kg, drinking water), while 

another part of the animals (n9) received apocynin 24 hours before and after IR. Another group 

was submitted to sham surgery (n8). After 30 days of renal ischemia, the rats submitted to IR 

showed elevated systolic blood pressure, as well as increased lipid peroxidation, NADPH 

oxidase activity, (Na++K+)ATPase activity, and upregulation of type 1 angiotensin II receptor 

(AT1R) in the renal cortex. On the other hand, there was a decrease in Na+-ATPase activity and 

downregulation of the isoforms 1 and 2 of the angiotensin converting enzyme (ACE1 and 

ACE2), type 2 angiotensin II receptor (AT2R), and of the α and ε isoforms of protein kinase C. 

Most of these alterations were prevented by the NADPH oxidase inhibition by both apocynin 

treatment protocols. Thus, we conclude that AKI-induced by IR may induce changes in 

proximal tubule ATPases and RAS components that are compatible with renal Na+ retention 

and hypertension. These data still indicate that the activation of NADPH oxidase represents a 

key factor in the origin of these alterations. 

 

Keywords: 

Acute kidney injury 

Hypertension 

Ischemia-reperfusion 

NADPH oxidase 

Renin-angiotensin system. 
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1. Introduction 

 

Acute kidney injury (AKI) is a common clinical issue associated to a sudden, rapid and 

reversible renal function decrease, which leads to diminution of nitrogen metabolic waste and 

loss of body fluids and electrolytes homeostasis [1]. AKI is associated to elevated hospital 

mortality rate, which can reach 50% in the most severe injuries [2], however, mild forms 

account for the most common cases [3]. Recently, increasing number of evidences indicates 

that AKI has been neglected as a potentially preventable risk factor for chronic kidney disease 

(CKD) [4–6] and cardiovascular diseases (CVD) [7–9]. However, even in the presence of renal 

function indices recovery, AKI patients are more likely to develop CKD and CVD. Therefore, 

global burden of AKI may be much more impacting than expected, as survivors of AKI are 

prone to develop hypertension [10], which is currently responsible for the highest mortality 

rates in the world and have its morbidity associated to clinical issues in several organic systems 

[11,12]. 

The leading cause of AKI is the ischemia-reperfusion (IR) injury, which is present in 

several clinical issues related to renal hemodynamic instability [13]. IR-induced AKI leads to 

altered Na+ transport in several tubular segments [14], as well as structural changes, including 

lumen dilation and brush-border diminishment [15]. Proximal tubule is responsible for the bulk 

reabsorption of filtered Na+ and is tightly linked to plasma volume maintenance and regulation 

of blood pressure levels [16] and hypertension onset [17–21]. Na+ transport in the proximal 

tubules relies on energy-dependent Na+ gradient, which depends of two Na+ pumps located on 

basolateral membrane: ouabain-sensitive (Na++K+)ATPase [22] and furosemide-sensitive, 

ouabain-resistant Na+-ATPase [23]. Previous studies had showed (Na++K+)ATPase mRNA and 

protein expression downregulation in IR renal injury in early periods [24–26], as well as of 

Na+/H+-exchanger 3 [27]. However, at later periods, IR-induced AKI is linked to impaired 

pressure natriuresis and development of Na+-dependent hypertension [28].  

The renin-angiotensin system (RAS) is a central element in the regulation of proximal 

tubule Na+ reabsorption. RAS activation has been associated with increased Na+ transport, 

especially through angiotensin II-dependent pathways [19]. Angiotensin II exerts a biphasic 

action on proximal ATP dependent Na+ transport by stimulating (Na++K+)ATPase and Na+-

ATPase activities, via type 1 angiotensin II receptor (AT1R), and inhibiting, via type 2 

angiotensin II receptor (AT2R) [22,29]. Furthermore, intrarenal RAS is also involved in several 

cellular processes underlying renal injury, such as cellular proliferation, inflammation and 

fibrosis via its various receptors in the kidney [30,31]. In renal IR, it is recognized the role of 
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many renal RAS components in the mechanism of renal injury [32–34]. Soon after IR, it is 

observed elevation of renal angiotensin II levels and renal renin activity [32]. It had been also 

that losartan treatment prevents salt-induced renal fibrosis in rats exposed to elevated dietary 

salt following renal IR-induced AKI [35].  

Reactive oxygen species (ROS) also present a relevant importance in IR-induced AKI 

[36,37], and proximal tubule cells are especially sensitive [26,38]. NADPH oxidase is an 

important source of ROS production in renal tissue and the increase of its expression/activity is 

reported in models of hypertension and renal dysfunction [20,39,40]. Indeed, NADPH oxidase 

activity may be stimulated by angiotensin II, leading to activation of pathways involved with 

growth and cell migration, apoptosis and inflammation [41].  

Once AKI may lead to later renal dysfunction and hypertension onset, even when is 

observed recovery of normal clinical markers, it is possible that proximal tubule Na+ transport 

and RAS have a key role in this process. Moreover, NADPH oxidase may be an underlying 

mechanism linking early to later AKI-associated alterations. Therefore, this study evaluated 

whether IR-induced AKI could provoke alterations in the activity of proximal tubule ATP-

dependent Na+ transporters and in the renal content of RAS components, which could trigger 

the hypertension development. In addition, we investigated whether these alterations could have 

the NADPH oxidase as underlying factor. 

 

2. Methods 

 

2.1. Animals 

 

This study used Wistar rats maintened in groups of 3-4 per cage at 212°C, 12 hours 

light/dark cycle and with free-acess to water and chow. The experimental protocol was 

approved by the Committee for Ethics in Animal Experimentation from Federal University of 

Pernambuco (No. 23076.11764/2015-37). 

Male rats (300–350 g body weight) were submitted to bilateral renal ischemia-

reperfusion (IR) procedure to induce AKI. For this procedure, rats (n25) were anesthetized 

(ketamine/xylazine; 80/10 mg/kg body weight, ip) to allow access to renal pedicles, and the 

renal blood flow was ceased during 45 minutes by the placement of microaneurysm clamps 

around renal artery and vein from both kidneys. During this period, the body temperature of the 

rats was intensely controlled by constant measurement of rectal temperature and control of a 

thermostatic surgical table. After ischemia period, renal perfusion was restored by removal of 
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the clamps and confirmed by the observation of change in kidney color. Then, the laparotomy 

incision was closed using 4-0 nylon monofilament suture thread. One part of the rats was 

submitted to IR procedure in the presence of apocynin treatment (100 mg/kg body weight) in 

the drinking water 24 hours before and 24 hours after surgery (IR + apocynin in acute treatment, 

IR+AA group; n9). Another part of the animals received daily apocynin treatment (100 mg/kg 

body weight in drinking water) starting 24 hours after IR induction (IR + apocynin in chronic 

treatment, IR+AC group; n7), while another group remained untreated (IR group; n9). The 

data of these groups were compared to a Sham group (n8) that underwent to surgical procedure 

similar to the previously described, except for the positioning of the clamps. 

All groups were followed up during 4 weeks. After this period, rats were anesthetized 

(ketamine/xylazine; (80/10 mg/kg body weight, ip) and submitted to removal of both kidney 

and one liver sample. The samples were snap frozen in liquid nitrogen and was stored in aliquots 

at −80°C. 

 

2.2. Systolic blood pressure 

 

After 2 and 4 weeks of surgery, measurement of systolic blood pressure (SBP) was 

performed in conscious rats by tail-cuff plethysmography (IITC Life Science B60-7/16, Life 

Science Instruments) as described previously [20,42]. Previously to acquire tail-cuff SBP, the 

rats were trained to measurement procedures for three consecutive days. 

 

2.3. Evaluation of lipid peroxidation 

The evaluation of lipid peroxidation was performed by measuring thiobarbituric acid 

reactive substances (TBARS) as previously described [20]. Kidney and liver samples were 

homogenized in a solution containing KCl 1, 15% and 3mM EDTA (5 mL per gram of tissue) 

and kept in an ice bath. Then one volume of the homogenate was added to 10 volumes of a 

reaction medium containing SDS (0.4%), acetic acid (7.5%), and thiobarbituric acid (0.3%) 

with pH 3.5. The reaction tubes were sealed and incubated at 95°C for 60 minutes. After cooling 

in running water, one volume of n-butanol was added for each reaction volume, and the tubes 

were centrifuged at 1000 x g for 10 minutes. The absorbance of the organic phase was measured 

at 535 nm. Concentration was obtained by comparison to a standard malonildialdehyde curve. 

The result was corrected by the protein concentration of the homogenate. 
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2.4. Evaluation of basal superoxide production and NADPH oxidase activity 

 

Basal superoxide production and NADPH oxidase activity were assessed using 

lucigenin-derived chemiluminescence. Aliquots of the renal cortex maintained in the 

ultrafreezer were thawed and immediately homogenized (7 mL per gram of tissue) in (RIPA) 

buffer (150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS and 50 mM 

Tris, pH 8.0) supplemented by a protease inhibitor cocktail (2 mM AEBSF, 1 mM EDTA, 130 

μM bestatin, 14 μM E-64,1 μM leupeptin and 0.3 μM aprotinin). Then, the homogenate was 

centrifuged at 12,000 × g for 12 min at 4°C, and the supernatant was used in the following steps. 

Basal superoxide production was evaluated by adding one volume of supernatant to nine 

volumes of reaction medium containing 10 μM lucigenin and 0.02M PBS (pH 7.4) in a 96-well 

white plate. The chemiluminescence was captured by measuring cycles of 3s, performed every 

30 seconds, during an interval of 5 minutes (that is, 10 cycles), with the aid of a luminometer 

(Varioskan Flash, Thermo Scientific). The result was expressed in relative light unit per second 

and corrected by the concentration of protein in the supernatant. NADPH oxidase activity was 

evaluated by the same protocol, however the reaction medium contained 100 μM NADPH, in 

addition to 10 μM lucigenin and 0.02 M PBS (pH 7.4) 

 

2.5. Evaluation of ATP-dependent Na+ transport 

 

The measurements of ouabain-sensitive (Na++K+)ATPase and furosemide-sensitive, 

ouabain-resistant Na+-ATPase activities were perfomed in cortex corticis, which represents the 

outermost portion of renal cortex [43] where >90% corresponds to proximal tubule cells [44]. 

Frozen renal cortical samples were thawed in an ice bath and 0.5 mm slices were obtained using 

a Stadie-Riggs microtome. The cortical outermost fragments were homogenized in an ice cold 

10 mM Hepes buffer (pH 7.4) containing 250 mM sucrose, 2 mM EDTA, 0.15 mg/mL trypsin 

inhibitor (type II-S) and 1 mM PMSF. The protein content in each sample was measured by 

Folin-phenol method [45]. 

The (Na++K+)ATPase and Na+-ATPase activities were evaluated by measurement of 

ATP hydrolysis sensitive to specific inhibitors, ouabain and furosemide respectively, according 

to the method described previously [20,46]. The inorganic phosphate (Pi) released from ATP 

hydrolysis was measured at 620 nm after molybdenum reaction. 

 

2.6. Western blotting 
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Cortex cortices samples were also used for evaluation of protein abundance by 

immunoblotting as previously described [20,47]. Protein extraction was performed by 

homogenizing the samples in ice-cold radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (150 mM 

NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS and 50 mM Tris, pH 8.0) 

supplemented by a protease inhibitor cocktail (2 mM AEBSF, 1 mM EDTA, 130 μM bestatin, 

14 μM E-64,1 μM leupeptin and 0.3 μM aprotinin). Proteins were separated using SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to a nitrocellulose membrane. After 

blocking non-specific binding sites in bovine serum albumin solution (5%), nitrocellulose 

membranes were appropriately incubated with primary and secondary antibodies. The 

immunoblotting images were acquired using chemiluminescent reagent (Amersham ECL Prime 

Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) and an image 

acquisition system (ChemiDoc MP, Bio-Rad Laboratories Inc., USA). Immunoblotting 

densitometry was evaluated through Image Lab software (version 5.2.1, Bio-Rad Laboratories 

Inc.) and normalized according to β-actin bands densitometry. 

The primary antibodies were: anti-(pro)renin/renin, 1:500 dilution (sc-133145, Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); anti-ACE1, 1:100 dilution (sc-23908, Santa Cruz 

Biotechnology); Anti-ACE2, dilution 1:1000 (ab108252, Abcam, Cambridge, UK); anti-AT1R, 

dilution 1:500 (sc-57036, Santa Cruz Biotechnology); anti-AT2R, dilution 1:250 (sc-9040, 

Santa Cruz Biotechnology); anti-angiotensinogen, dilution 1:500 (NBP1-30027, Novus 

Biologicals, Centennial, CO); anti-PKCα, dilution 1:500 (sc-208, Santa Cruz Biotechnology); 

anti-PKCε, 1:500 dilution (sc-214, Santa Cruz Biotechnology); anti-PKCζ, dilution 1:500 (sc-

216, Santa Cruz Biotechnology); anti-PKCλ, dilution 1:250 (sc-1091, Santa Cruz 

Biotechnology); anti-PKA, 1:500 dilution (sc-903, Santa Cruz Biotechnology); anti-(Na++K+) 

ATPase, dilution 1:1000 (A276, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO); anti-β-actin, dilution 1:5000 

(sc-47778, Santa Cruz Biotechnology). 

 

2.7. Statistical analysis 

 

Results are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). Gaussian distribution 

of each data was evaluated using Shapiro-Wilk normality test. As it was not observed no gross 

deviations from normal distribution, differences between the four groups were compared using 

one-way analysis of variance, followed by the Tukey test. Statistical analysis and figure 
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drawing were performed using GraphPad Prism 6 software (version 6.01, GraphPad Software, 

Inc., San Diego, CA). Differences were considered significant at p < 0.05. 

 

3. Results 

 

3.1. Effect of ischemia-reperfusion in renal function and tail-cuff systolic blood pressure 

 

To confirm the impact of IR in renal function, BUN and serum creatinine levels were 

measured 24 hours after the surgical procedure. It was observed that the animals submitted to 

IR presented an increase of more than 4 times (P<0.001) in serum creatinine levels when 

compared to sham group (Sham: 3.00  0.32 vs. IR: 0.71  0.08 mg/dL; P<0.001). On the other 

side, rats submitted to IR treated with apocynin presented lower serum creatinine than non-

treated rats (IR+AA: 1.75  0.38 vs. IR: 3.00  0.32 mg/dL;    p < 0.05). BUN was also higher 

in rats submitted to IR than sham group and apocynin-treated rats (IR: 227  19 vs. Sham: 47 

 3 and IR+AA: 144  12 mg/dL; p < 0.01). 

Previously to IR, tcSBP was similar between groups (Figure 1A). On the other side, 

after 2 weeks, IR group presented tcSBP nearly 10% higher (p < 0.01) than sham rats and 

apocynin-treated rats, which were not different between each other (Figure 1A). At 4 weeks, 

these changes were still observed (Figure 1 A and B). 

 

3.2. Later effects of IR injury: lipid peroxidation, superoxide anions levels and NADPH oxidase 

activity 

 

Four weeks after renal IR injury, we evaluated the IR effects in the lipid peroxidation, 

superoxide anions production and NADPH oxidase activity. Initially, Fig. 2 shows that IR 

dramatically increased the MDA levels in renal cortex (230% if compared to Sham group, panel 

A) and in liver (175% if compared to Sham group, panel B). In both cases, acute and chronic 

apocynin-treatments were effective in restoring MDA to Sham levels. 

Furthermore, superoxide anions production (Fig. 3A) and NADPH oxidase activity (Fig. 

3B) were increased by IR (250% and 165% if compared to Sham levels, respectively). In the 

same way, acute and chronic apocynin administrations were able to prevent the increase of 

these two parameters. 
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3.3. Later effects of IR injury in proximal tubule ATP dependent Na+-transporters 

 

In order to investigate whether renal injury due to IR could induce late changes in 

proximal tubule Na+ transport, we evaluated the activity of Na+-transporting ATPases, ouabain-

sensitive (Na++K+)ATPase (Fig. 4A) and furosemide-sensitive, ouabain-resistant Na+-ATPase 

(Fig. 4C), which are pivotal in Na+ gradient generation. The ouabain-sensitive 

(Na++K+)ATPase activity was 60% higher (p < 0.01) in cortex cortices from animals submitted 

to IR when compared to Sham group (Fig. 4A). In rats submitted to IR that received apocynin 

treatment, (Na++K+)ATPase activity was restored to the Sham group levels. The 

(Na++K+)ATPase 1 subunit protein abundance was not different between experimental groups 

(Figure 4B). 

Regarding Na+-ATPase activity, it was observed that IR induced opposite changes to 

that seen in (Na++K+)ATPase (Figure 4C). The furosemide-sensitive Na+-ATPase activity was 

45% lower (p < 0.05) in cortex cortices from IR rats in comparison to Sham group. Again, this 

alteration was completely prevented by both protocols of apocynin treatments. 

 

3.4. Later alterations of renal RAS components expression induced by IR 

  

As proximal Na+ reabsorption is characteristically modulated by angiotensin II, we 

evaluated the effects of IR injury in the renal content of RAS key components (Fig. 5). There 

was no difference in angiotensinogen, prorenin and renin content between experimental groups 

(Fig. 5A, B and C). However, the 1 and 2 angiotensin II converting enzymes (ACE1 and ACE2) 

were downregulated by IR (30% and 35% if compared to Sham group, respectively) (Fig. 5D–

E), as type 2 angiotensin II receptor (AT2R) (30% lower in comparison to Sham group) (Fig. 

6G). Lastly, type 1 angiotensin II receptor (AT1R) was upregulated by IR injury (30% in 

comparison to Sham group) (Fig. 5F). In all analysis (Fig. 5B–G), acute and chronic apocynin 

treatments reverted the protein contents to the Sham levels. 

 

3.5. Later effects of IR-induced renal injury on PKC and PKA abundances in proximal tubule 

 

Finally, it was evaluated PKC and PKA abundances in cortex cortices, as these kinases 

may be involved in tubular Na+ transport regulation downstream to AT1R and AT2R activation. 

The rats submitted to IR presented lower PKCα and PKCε contents in comparison to Sham 

group (25% and 35%, respectively) (Fig. 6A–B). Apocynin treated rats also presented lower 



44 

 

levels of PKCα content in comparison to Sham group (Fig. 6A), while the PKCε abundance 

was similar to Sham group (Fig. 6B). The α-catalytic subunit PKA (Fig. 6D) contents were 

similar between all experimental groups, whereas PKCλ presented higher abundance in 

chronically apocynin treated rats in relation to Sham and non-treated IR groups (Fig. 6C). 

 

4. Discussion 

 

Overall, the present study demonstrated that AKI induces later changes in proximal 

tubule ATP dependent Na+ transport and content and activity of RAS components, which could 

explain systolic arterial pressure (SAP) elevation (Fig. 1). It was observed that AKI leaded to 

increased (Na++K+)ATPase activity (Fig. 3A) in cortex corticis, simultaneously to upregulation 

of the pro-hypertensive RAS component AT1R (Fig. 5F), and downregulation of anti-

hypertensive ones, such as ACE2 (Fig. 5E) and AT2R (Fig. 5G). Furthermore, apocynin-

treatment data indicates ROS production mediated by NADPH oxidase (Fig. 3B) as underlying 

mechanism of several changes induced by AKI.  

AKI is a condition associated to a rapid loss of renal function and retention of metabolic 

waste. Renal IR is one of the most frequent underlying causes of AKI, which leads to damage 

by apoptosis, oxidative stress, inflammatory factors and changes in renal vascular reactivity 

[48]. Ischemia leads to ATP depletion, mitochondrial dysfunction and apoptosis [49]. The 

reperfusion potentiates the injury process as it is a strong stimuli to ROS generation [50]. 

Proximal tubule injury seems to be an initial factor in pathophysiology of renal IR injury. 

NADPH oxidase inhibition is already recognized to be an important protective mechanism over 

oxidative stress-induced injuries [39]. However, it is noteworthy that ROS production may also 

occurs through other pro-oxidative pathways [51].  

 Proximal tubule cells metabolism is highly dependent of oxidative phosphorylation as 

energy source, therefore, ATP depletion due to ischemia and ROS generation due to reperfusion 

is particularly noticed by these cells [26,38,49]. ATP depletion affects the maintenance of cell 

polarization and (Na++K+)ATPase activity, leading to urinary Na+ loss, worsen of renal 

perfusion and decrease of glomerular filtration rate. In part, protective effects of NADPH 

oxidase inhibition may be related to improvement of renal blood flow impairment induced by 

IR injury [52,53]. Furthermore, the increased superoxide anions levels observed in IR group 

(Fig. 3A) supports the hypothesis that oxidative stress is permanently raised after AKI, and 

lowering of superoxide anions in chronic apocynin treated rats, indicates the participation of 

NADPH oxidase (Fig. 3B). 
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Predisposal of kidneys to chronic disease following acute injury may occur due 

inappropriate restoration of tubular epithelial function and renal microvascularization [1,54]. 

Moreover, postischemic kidneys may have sustained hypoxia, as it is observed that renal blood 

flow stay diminished for up to 2 weeks after IR injury [55]. It may be supposed that the 

protective effects of NADPH oxidase inhibition could occurred by early recovery of renal blood 

flow through regulation of renal vascular resistance [56]. 

Renal ischemic injury is a local event. However, ROS generation due to reperfusion 

may reach other organs and lead to systemic damage [57]. Evidences of organ crosstalk 

following AKI also points this disease as risk factor to CVD, as heart failure, stroke and 

hypertension [10]. It was observed that AKI induced later SAP elevation that was already 

observed two weeks after IR, and persisted until 4 weeks (Fig. 1). It is likely that the ROS 

produced by NADPH oxidase also have a direct influence on vascular reactivity and thus 

contribute to hypertension, as apocynin treated rats did not present SAP elevation. Several 

studies have demonstrated the antihypertensive effect of apocynin administration in others 

models of hypertension [40,58,59].  

On the other hand, it is also conceivable that the increase in SAP occurs through Na+ 

retention, due to a lower glomerular filtration rate or increased tubular reabsorption. The 

increased (Na++K+)ATPase activity observed in cortex corticis (Fig. 4A) from rats submitted 

to IR supports the hypothesis that increased proximal Na+ reabsorption accounts to increased 

blood pressure levels. Similarly, experiments using IR-induced AKI demonstrated an increased 

susceptibility of postischemic rats to increased dietary salt, which was accompanied by kidney 

damage, impaired natriuresis pressure and hypertension [28,60].  

Proximal tubule Na+ reabsorption is central in the regulation of Na+ homeostasis and in 

the onset of hypertension. Co-ordinate regulation of isoform 3 (Na+/H+) exchanger distribution 

along luminal microvillous, as well as (Na++K+) ATPase activity decrease are important 

natriuretic response in hypertension [16,61]. Moreover, in spontaneously hypertensive rats, 

(Na++K+)ATPase does not respond to dopaminergic inhibitory signaling, although there is 

increased dopamine production [62,63], as well as they present an increased proximal in Na+ 

reabsorption previously to increase of blood pressure levels [64].  

Renal RAS presents a central role in regulation of Na+ transport and is also tighly linked 

to renal damage [65]. Increased local angiotensin II formation in the proximal tubules may 

provide a powerful feedforward mechanism for promoting Na+ retention and hypertension onset 

[66]. In 24 hours postischemic kidneys, it is observed increased levels of tissue angiotensin II 

[32]. Considering renal content of RAS components in this study (Fig. 5), it may be suggested 
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that proximal tubule in later periods post ischemia are also exposed to enhanced effects of 

angiotensin II. First, even in the presence of ACE1 downregulation (Fig. 5D), it was observed 

upregulation of the pro-hypertensive and anti-natriuretic AT1R (Fig. 5F), as previously 

described [65]. On the other way, it may be observed AT2R downregulation (Fig. 5G), 

suggesting a decrease in the natriuretic actions of angiotensin II, as well as an ACE2 

downregulation (Fig. 5E), which may be related to the lower Ang-(1–7) availability. Likewise, 

it has been demonstrated that NADPH oxidase has a pivotal role in the IR-induced blood 

pressure elevation. Furthermore, NADPH oxidase inhibition was also effective in preventing 

the (Na++K+)ATPase activity stimulation and changes in expression of various components of 

the RAS.  

It was observed that postischemic kidneys presented lower content of PKCα and PKCε 

(Fig. 6A–B) and unaltered PKA abundance (Fig. 6D), while chronic apocynin treatment 

induced PKCλ upregulation (Fig. 6C). PKCα is a conventional isoform of PKC that participates 

of podocyte injury mechanisms leading to proteinuria [67,68]. On the other side, PKCε 

represents a novel PKC isoform that has been linked to protective responses to renal injury 

[69,70]. Interestingly, PKCλ is essential for the establishment of epithelial polarity and the 

normal assembly of tight junctions, and may have an important role in podocyte foot process 

maintenance effects [71,72], that could be explain apocynin protection on renal injury. These 

kinases also have key role in angiotensin II signaling and interacting cascades that start with 

AT1R and AT2R and culminate in the Na+ transporters [73,74]. Therefore, IR-induced effects 

on PKCα content seems to be compensatory to renal injury, while the changes in PKCε may be 

an underlying mechanism. It is noteworthy that decrease furosemide-sensitive, ouabain 

resistant Na+-ATPase (Fig. 4C) may be also accounted as counterregulatory mechanism to limit 

the AKI-induced SAP increase. 

In conclusion, the present data show that IR-induced AKI leads to persistent changes in 

ATP-dependent Na+ transport and intrarenal RAS, which may facilitates hypertension onset. In 

addition, we concluded that the mechanisms involved in these late alterations are dependent on 

the increase of oxidative stress mediated by NADPH oxidase, which may be characterized as a 

potential therapeutic target for prevention of AKI-induced changes. 
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Figure legends 

 

Fig. 1. Systolic arterial pressure (SAP) evaluated before and after rats had been submitted to 

acute kidney injury by ischemia-reperfusion (IR). Sham group: rats were submitted to surgery 

procedures similar to group submitted to IR; IR group: rats were submitted to 45 minutes of 

bilateral renal ischemia through campling of renal pedicle, followed by reperfusion; IR+AA 

group: rats were submitted to IR injury, however were maintained treated with apocynin (100 

mg/kg of body weight, drinking water) during 24 hours before and after surgical procedure; 

IR+AC group: rats submitted to IR injury that received apocynin treatment (100 mg/kg of body 

weight, drinking water) starting 24 hours after surgery. (A) Time course of SAP evaluated 2 

and 4-weeks after rats had been submitted to IR (B) SAP evaluated 4 weeks after IR procedure. 

The experimental n was in the range of  6–9 per group. Data is presented as mean ± SEM. *p < 

0.05 vs. Sham (one-way ANOVA followed by Tukey test). 

 

Fig. 2. Tissue lipid peroxidation evaluated in renal cortex (A) and hepatic tissue (B). Lipid 

peroxidation was evaluated by measurement of thiobarbituric acid reactive substances. MDA  

malondialdehyde. The experimental n ranged between 5–8. The results are expressed as mean 

± SEM. **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs. Sham; †p < 0.05 and †††p < 0.001 vs. IR (one-way 

ANOVA followed by Tukey test). 

 

Fig. 3. (A) Basal superoxide anions production and (B) NADPH oxidase activity. The assays 

were performed using renal cortex after rats had been submitted to acute kidney injury by 

ischemia-reperfusion (IR). RLU  relative light units. The experimental n ranged between 4–6. 

The results are expressed as mean  SEM. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. Sham; †p < 0.05 vs. IR 

(one-way ANOVA followed by Tukey test). 

 

Fig. 4. (A)Ouabain-sensitive (Na++K+)ATPase activity, (B)(Na++K+)ATPase (α1 subunit) 

immunodetection and (C) furosemide-sensitive, ouabain-resistant Na+-ATPase activity. The 

assays were performed in cortex corticis 4-weeks after rats had been submitted to acute kidney 

injury by ischemia-reperfusion (IR). Pi: inorganic phosphate measured from ATP hydrolysis. 

The experimental n was in the range of 4–7 per group. Data is presented as mean ± SEM. *p < 

0.05 and **p < 0.01 vs. Sham; †p < 0.05, ††p < 0.01 and †††p < 0.001 vs. IR (one-way ANOVA 

followed by Tukey test). 
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Fig. 5. Immunodetection of renal cortical renin-angiotensin system (RAS) components. The 

upper part of each panel shows a representative immunodetection in a single gel and the lower 

part of each panel shows a graphic representation of the protein content for each RAS 

component. (A) angiotensinogen; (B) prorenin; (C) renin; (D) isoform 1 of angiotensin-

converting enzyme (ACE1); (E) isoform 2 of angiotensin-converting enzyme (ACE2); (F) type 

1 angiotensin II receptor (AT1R); (G) type 2 angiotensin II receptor (AT2R). The experimental 

n was in the range of 4–12 per group. Data is presented as mean ± SEM. *p < 0.05 and **p < 

0.01 vs. Sham; †p < 0.05, ††p < 0.01 and †††p < 0.001 vs. IR; ‡p < 0.05 vs. IR+AA (one-way 

ANOVA followed by Tukey test).  

 

Fig. 6. Immunodetection of protein kinase C (PKC) isoforms and of the α-catalitic subunit of 

protein kinase A (PKA) evaluated in renal cortex. The upper part of each panel shows a 

representative immunodetection in a single gel and the lower part of each panel shows a graphic 

representation of the protein content for each PKC isoform. (A) PKCα, a conventional PKC 

isoform; (B) PKCε, a novel PKC isoforms; (C) PKC λ and (D) α-catalitic subunit of PKA . The 

experimental n was in the range of 5–6 per group. Data is presented as mean ± SEM. *p < 0.05 

and **p < 0.01 vs. Sham; †p < 0.05 vs. IR (one-way ANOVA followed by Tukey test).  

 

  



57 

 

Fig. 1  

P
A

S

(m
m

H
g

)

S
h

a
m

 
IR

A
p

o
A

A
p

o
C

1 2 0

1 3 0

1 4 0

1 5 0

1 6 0

S
A

P

(m
m

H
g

)

S
h

a
m

 
IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

1 2 0

1 3 0

1 4 0

1 5 0

1 6 0

*

†
†

A B

S
A

P

(m
m

H
g

)

S
h

a
m

 
IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

1 2 0

1 3 0

1 4 0

1 5 0

1 6 0

*

†
†

W e e k s

S
A

P

(m
m

H
g

)

0 2 4

1 2 0

1 3 0

1 4 0

1 5 0

1 6 0

S h am

IR

A p o A

A p o C

*
*

A B



58 

 

 

Fig. 2. 
T

B
A

R
S

(n
m

o
l 

M
D

A
/m

g
)

S
h

a
m IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5 * * *

†††
†

T
B

A
R

S

(n
m

o
l 

M
D

A
/m

g
)

S
h

a
m IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

1 .0 * *
A B

 

 

  



59 

 

 

Fig. 3. 
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Fig. 4. 
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Fig. 5. 

 

  

A
C

E
1

(%
 o

f 
S

h
a

m
)

S
h

a
m

 
IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

0

5 0

1 0 0

1 5 0

†

*

††

A
C

E
2

(%
 o

f 
S

h
a

m
)

S
h

a
m

 
IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

0

5 0

1 0 0

1 5 0

†

*

‡

A
T

1
R

(%
 o

f 
S

h
a

m
)

S
h

a
m

 
IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

0

5 0

1 0 0

1 5 0 *

†† ††

A
T

2
R

(%
 o

f 
S

h
a

m
)

S
h

a
m

 
IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

0

5 0

1 0 0

1 5 0

* *

†
††

A
n

g
io

te
n

s
in

o
g

e
n

(%
 o

f 
S

h
a

m
)

S
h

a
m

 
IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

0

5 0

1 0 0

1 5 0

P
r
o

r
e

n
in

(%
 o

f 
S

h
a

m
)

S
h

a
m

 
IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

0

5 0

1 0 0

1 5 0

R
e

n
in

(%
 o

f 
S

h
a

m
)

S
h

a
m

 
IR

IR
+
A

A

IR
+
A

C

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

A CB

D HE

F G



62 

 

Fig. 6. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Nosso estudo nos permite concluir que, mesmo que a taxa de filtração glomerular se 

recupere após um episódio de lesão renal aguda (LRA) induzida por isquemia-reperfusão, 

alterações no transporte de sódio e componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) do 

túbulo proximal persistem e podem repercutir tardiamente através da facilitação para o 

estabelecimento da hipertensão. Além disso, concluímos que os mecanismos envolvidos nessas 

alterações tardias são dependentes do aumento de estresse oxidativo mediado por estimulação 

da enzima NADPH oxidase, o que a caracteriza com um potencial alvo terapêutico para 

prevenção das alterações provenientes da LRA. 
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