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RESUMO 

A isquemia/reperfusão (IR) renal está associada a lesão renal aguda (LRA) e ao aumento da 

susceptibilidade do paciente ao desenvolvimento de doença renal crônica e hipertensão. A 

reabsorção de Na
+
 e água é prejudicada devido à danos nas células epiteliais dos túbulos 

renais e o estresse oxidativo e o sistema imune podem estar envolvidos no mecanismo de 

lesão. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi investigar o impacto do tratamento com 

imunossupressor micofenolato de mofetila (MMF) e com apocinina no surgimento das 

alterações do transporte de Na
+
 no túbulo proximal observadas na lesão renal aguda 

induzida por IR em ratos. Aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

UFPE: nº 0061/2018. Ratos machos Wistar (280-300 g, n=24) foram submetidos à LRA 

induzida por IR renal bilateral (grupo IR). Previamente a indução da LRA (24 horas), parte 

desses animais (n=8) recebeu tratamento em dose única do imunossupressor micofenolato 

de mofetila (MMF; 30 mg/kg, via oral; grupo IRM), enquanto que outra parte recebeu 

tratamento com o inibidor da NADPH oxidase apocinina (Apo; 100 mg/kg, via oral; grupo 

IRA). O grupo sham foi submetido a um procedimento mimético da IR. Após 24 horas de 

reperfusão, os animais foram submetidos a avaliação dos níveis séricos de creatinina e 

ureia, níveis séricos de nitrato/nitrito, e proteinúria. Além disso foi avaliada a atividade da 

Na
+
+K

+
-ATPase, atividade da Na

+
-ATPase, atividade da NADPH oxidase e produção de 

ânion superóxido no córtex renal e expressão renal do RNAm de componentes do sistema 

renina-angiotensina. O grupo IR apresentou elevação de 700% (P<0,001) dos níveis séricos 

de creatinina, elevação de 200% (P<0,001) da proteinúria e diminuição de 70% (P<0,01) 

dos níveis séricos de nitrato/nitrito em comparação com o Sham. Os grupos IRA e IRM 

apresentaram níveis séricos de creatinina e proteinúria menores do que o grupo IR (70%, 

P<0,001 e 40%, P<0,001, respectivamente). A IR também promoveu elevação dos níveis de 

superóxido, da atividade da NADPH oxidase e da Na
+
+K

+
-ATPase no córtex renal, bem 

como diminuiu a atividade da Na
+
-ATPase.  Adicionalmente, os ratos submetidos a IR 

apresentaram aumento (100-200%, P<0,05) da expressão do RNAm do angiotensinogênio, 

da isoforma 1 enzima conversora de angiotensina (ECA1) e do receptor AT1a, bem como 

diminuição de mais de 50% (P<0,05) da isoforma 2 da ECA (ECA2). As alterações na 

atividade das ATPases e na expressão do RNAm dos componentes do SRA foram 

prevenidas por ambos tratamentos. Dessa forma, concluímos que a IR renal induz 

alterações no transporte de Na
+
 dependente de ATP e ativação do SRA através de 

mecanismos que envolvem ativação da NADPH oxidase e que são sensíveis ao 

imunossupressor MMF. 

 

Palavras-chave: Isquemia/reperfusão, Lesão renal aguda; Transporte de sódio; 

Micofenolato de mofetila; Apocinina. 
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ABSTRACT 

Renal ischemia/reperfusion (IR) is associated with acute kidney injury (AKI) and the 

patient's increased susceptibility to the development of chronic kidney disease and 

hypertension. The reabsorption of Na+ and water is impaired due to damage to the 

epithelial cells of the renal tubules and oxidative stress and the immune system may be 

involved in the injury mechanism. Thus, the objective of the study was to investigate the 

impact of treatment with mycophenolate mofetil (MMF) immunosuppressant and with 

apocinin on the appearance of changes in Na + transport in the proximal tubule seen in 

acute IR injury induced in rats. Approval by the Animal Research Ethics Committee at 

UFPE: nº 0061/2018. Male Wistar rats (280-300 g, n = 24) were submitted to AKI induced 

by bilateral renal IR (IR group). Previously the AKI induction (24 hours), part of these 

animals (n=8) received treatment in a single dose of the mycophenolate mofetil 

immunosuppressant (MMF; 30 mg/kg, orally; MRI group), while another part received 

treatment with the NADPH oxidase inhibitor apocinin (Apo; 100 mg/kg, orally; ARI 

group). The sham group was submitted to an IR mimetic procedure. After 24 hours of 

reperfusion, the animals were submitted to serum creatinine and urea levels, serum 

nitrate/nitrite levels, and proteinuria. In addition, Na
+
+K

+
 -ATPase activity, Na

+
 -ATPase 

activity, NADPH oxidase activity and superoxide anion production in the renal cortex and 

renal RNAm expression of components of the renin-angiotensin system were evaluated. 

The IR group showed a 700% increase (P <0.001) in serum creatinine levels, a 200% 

increase (P <0.001) in proteinuria and a 70% decrease (P <0.01) in serum nitrate/nitrite 

levels in compared to Sham. The ARI and MRI groups had lower serum creatinine and 

proteinuria levels than the IR group (70%, P <0.001 and 40%, P <0.001, respectively). IR 

also increased the levels of superoxide, the activity of NADPH oxidase and Na
+
+K

+
-

ATPase in the renal cortex, as well as decreased the activity of Na
+
-ATPase. In addition, 

the rats submitted to IR showed an increase (100-200%, P <0.05) in the expression of 

angiotensinogen mRNA, isoform 1 angiotensin-converting enzyme (ACE1) and AT1a 

receptor, as well as a decrease of more than 50 % (P <0.05) of ACE isoform 2 (ACE2). 

Changes in ATPase activity and in the expression of the RNAm of the components of the 

RAS were prevented by both treatments. Thus, we conclude that renal IR induces changes 

in ATP-dependent Na + transport and activation of SARS through mechanisms that involve 

NADPH oxidase activation and that are sensitive to the MMF immunosuppressant.. 

Keywords: Ischemia/reperfusion; Acute kidney injury; Sodium transport;  Mycophenolate 

Mofetil; Apocynin 
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1. INTRODUÇÃO  

A doença renal, crônica ou aguda, possui incidência crescente, sendo considerado 

um problema de saúde pública mundial e de desfechos desfavoráveis e alto custo (LEVEI et 

al., 2003). A lesão renal aguda (LRA) é caracterizada pelo declínio abrupto da taxa de 

filtração glomerular, o que leva ao acúmulo de ureia e outras substâncias químicas no 

sangue, em contrapartida, a doença renal crônica (DRC) é um termo geral para distúrbios 

heterogêneos que afetam a estrutura e função do rim progressivamente (LEVEY e 

CORESH, 2012; KELLUM et al., 2011).  

A LRA está associada à alta morbidade, mortalidade e custos de saúde. Além da 

diálise, nenhuma intervenção terapêutica melhora a sobrevida de forma confiável, limita a 

lesão ou acelera a recuperação (ZUK e BONVENTRE, 2016). Por muito tempo, a LRA foi 

considerada uma síndrome completamente reversível, entretanto, nos últimos anos, estudos 

demonstraram um aumento na indução de DRC e danos em órgãos não renais ocasionados 

pela LRA (STEVEN et al., 2012). 

A isquemia/reperfusão renal (IR) é caracterizada pela restrição do suprimento 

sanguíneo para os rins, seguido pela restauração do fluxo sanguíneo e re-oxigenação 

(JANG, RABB; 2009). Dessa forma, a IR ocasiona uma lesão às células epiteliais tubulares 

podendo levar à morte por apoptose e necrose, com comprometimento funcional dos órgãos 

(LE DORZE et al., 2009). Os rins lesionados por isquemia manifestam uma variedade de 

deficiências funcionais, destacando-se o comprometimento da reabsorção tubular de solutos 

e água (HANLEY, 1980; JOHNSTON et al., 1984). 

A reabsorção tubular proximal de sódio é uma função renal fundamental para 

manutenção do volume plasmático e da pressão arterial (ROOS et al., 1984). O transporte 

de sódio é dependente do gradiente de concentração gerado pelos transportadores 

basolaterais, sendo que a maioria dos gradientes químicos necessários para reabsover e 

excretar solutos do filtrado glomerular bruto surgem da (Na
+
+K

+
)ATPase basolateral 

(EMMA et al; 2016) (JORGENSEN et al., 2003). A reabsorção tubular de sódio e água é 

alterada devido a lesão causada às células epiteliais dos túbulos renais, levando a danos 

estruturais e mudanças funcionais, sendo os túbulos proximais e o ramo ascendente 

medular externo os mais afetados por tais alterações (BONVENTRE e ZUK, 2014). 
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O transporte tubular de Na
+
 apresenta um intenso controle pelo sistema renina-

angiotensina (SRA). A diminuição na perfusão renal estimula o SRA, que leva à 

consequente retenção renal de sódio e aumento do volume intravascular (GOLDEBLAT et 

al., 1934). A angiotensina II é produzida pelo “SRA clássico” através da clivagem 

sequencial do angiotensinogênio por proteases específicas, incluindo a renina e a enzima 

conversora de angiotensina (ECA). Por outro lado, também são conhecidas atividades 

biológicas de outros peptídeos originados do angiotensinogênio, incluinda a Ang 1-7, que é 

gerada pela ação da isoforma 2 da enzima conversa de angiotensina (ECA2) (HAULICA et 

al.,2005; PENDERGRASS et al., 2006). A inibição do SRA limita a inflamação renal e o 

estresse oxidativo de forma independente de modulação da pressão arterial (CROWLEY 

ET AL., 2010). 

O estresse oxidativo é um mecanismo fundamental da fisiopatologia da IR, sendo 

parcialmente dependente da produção excessiva de espécies reativas do oxigênio (EROs) 

pela NADPH oxidase (YAMAMOTO, 2017). A ativação da NADPH oxidase promove 

lesões teciduais diretamente pela produção de EROs, e ainda por mecanismos indiretos 

como ativação do SRA e produção de mediadores inflamatórios (CIFUENTES-PAGANO, 

2014; JHA et al., 2016). Desse modo, a inibição da NOX torna-se um tratamento 

terapêutico promissor para diversas doenças (RASTOGI, 2017, BRITO, 2015, SUNIL 

JOSHI, 2019; HUNG-TE HSU, 2018). 

Durante a IR renal a inflamação parece desempenhar um papel importante em sua 

fisiopatologia. As respostas imunes inatas e adaptativas estão presentes na lesão isquêmica. 

O componente inato é responsável pela resposta precoce à lesão de uma forma não 

específica do antígeno e compreendem neutrófilos, monócitos/macrófagos e células natural 

killers. O componente adaptativo, ativado por antígenos específicos, é iniciado em poucas 

horas e dura ao longo de vários dias após a lesão (BOVENTRE e YANG, 2011).  

Diante de tais considerações, é possível estabelecermos a hipótese de que a 

intervenção com um imunossupressor ou com um inibidor da NADPH oxidase preveniriam 

alterações do sistema renina-angiotensina e do transporte tubular de Na
+
 dependente de 

ATP no túbulo proximal induzida pela isquemia e reperfusão. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hsu%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29986680
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1. Lesão renal aguda 

A lesão renal aguda é caracterizada por uma diminuição súbita da taxa de filtração 

glomerular, manifestada por um aumento na concentração de creatinina. Esse tipo de lesão 

ocorre em aproximadamente 20% dos pacientes hospitalizados, com complicações graves, 

incluindo sobrecarga de volume, distúrbios eletrólitos, complicações urêmicas e toxicidade 

medicamentosa (REQUIÃO-MOURA et al., 2015). Alguns pacientes com LRA têm 

resolução completa de sua lesão, mas em um subconjunto de pacientes a doença renal 

crônica (DRC) se desenvolve (FATTAH e VALLON, 2018). 

A lesão renal aguda está associada à alta morbidade, mortalidade e custos de saúde. 

Apesar dos avanços tecnológicos na terapia de substituição renal, a LRA continua 

associada a resultados ruins. Considera-se que 1,7 milhão morrem anualmente por conta de 

LRA, sendo diabetes, hipertensão, fatores comportamentais e estilo de vida importantes 

fatores de risco. A incidência varia de acordo com as diferentes populações de pacientes, 

diferenças nos parâmetros usados para os critérios e tempo dos desfechos. Em um estudo de 

base populacional de LRA usando os critérios RIFLE, a incidência anual de LRA foi de 

2.147 por milhão de habitantes (SAWHNEY, 2017; ALI et al., 2007). No que diz respeito à 

faixa etária, à mortalidade e número de internações em unidades de terapia intensiva varia 

de 2,5% em com idade inferior a 65 anos e 33,3% com idade superior ou igual a 65 anos. 

Sendo essa última faixa etária responsável por 10 vezes mais do número de internações em 

unidades de terapia intensiva, quando comparado a pessoas com menos de 65 anos de idade 

(BARALDI et al., 1998). 

Além da diálise, nenhuma intervenção terapêutica melhora a sobrevida de forma 

confiável, limita a lesão ou acelera a recuperação (ZUK e BONVENTRE, 2016). Por muito 

tempo, a LRA foi considerada uma síndrome completamente reversível, entretanto, nos 

últimos anos, estudos demonstraram um aumento na indução de DRC e danos em órgãos 

não renais ocasionados pela LRA (STEVEN et al.; 2012). 

Uma característica que define a LRA é a diminuição sustentada da função renal, que 

a leva retenção de nitrogênio (uréia e creatinina) e produtos não nitrogenados. Esses 

acúmulos podem ser acompanhados de distúrbios metabólicos (como a acidose metabólica 
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e hipercalemia), alterações no equilíbrio de fluidos e efeitos em outros sistemas, que irão 

depender da gravidade e duração da disfunção renal (SINGRI, AHJA e LEVI, 2003). 

As causas de LRA podem ser divididas em três classes: pré-renal, intrínseca renal e 

pós-renal. A LRA pós-renal ocorre devido a uma obstrução no sistema urinário. 

Consequências importantes são a diurese e a presença de acidose tubular renal 

hipercalêmica (YARGER, 1992). 

Na forma pré-renal, ocorre um aumento reversível dos níveis de creatinina sérica e 

de ureia no sangue, isso resulta da diminuição da perfusão renal, levando a uma redução na 

taxa de filtração glomerular (TFG). A integridade do tecido renal é preservada, e uma 

resposta fisiológica adequada à hipoperfusão renal é a redução do volume circulante 

efetivo, como baixo débito cardíaco, vasodilatação sistêmica, ou vasoconstrição intrarrenal 

(BLANTZ, 1998). O rim responde a alterações na pressão de perfusão renal, auto regulando 

o fluxo sanguíneo renal e a TFG dentro de limites bastante estreitos (LAMEIRE, VAN 

BIESEN e VANHOLDE, 2005). 

A principal causa de LRA intrínseca ao rim é a necrose tubular aguda. Esse 

distúrbio é causado por lesão isquêmica ou nefrotóxica no rim, que pode resultar de vários 

insultos renais distintos (LAMEIRE, VAN BIESEN e VANHOLDE, 2005). Nas unidades 

de terapia intensiva, 35-50% dos casos de podem ser atribuídos à sepse (HOSTE et al., 

2003). Várias classes de agentes antibacterianos, antifúngicos, antivirais e anti neoplásicos 

são nefrotóxicos. Além disso, alguns agentes ambientais e drogas recreativas podem causar 

insuficiência renal aguda (DILLON, 2001; EVENEPOEL, 2004; BACH, 2001;TURNEY, 

2001). 

2.1.1. Isquemia/reperfusão 

A lesão de isquemia/reperfusão (IR) é caracterizada pela restrição do suprimento 

sanguíneo para um órgão, seguida pela restauração do fluxo sanguíneo e re-oxigenação. As 

lesões podem ocorrer após o infarto, a sepse e o transplante de órgãos, e esse fenômeno 

agrava o dano tecidual ao iniciar uma cascata inflamatória, incluindo ativação de espécies 

reativas de oxigênio (ERO), citocinas, quimiocinas e leucócitos (JANG e RABB; 2009). 

Dessa forma, a IR ocasiona uma lesão às células epiteliais tubulares podendo levar à morte 

por apoptose e necrose, com comprometimento funcional dos órgãos (LE DORZE et al., 

2009). 
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Em geral, 25% do débito cardíaco é direcionado para os rins. Por não possuir 

distribuição uniforme do fluxo sanguíneo, maior parte é direcionada para o córtex renal. 

Por outro lado, na medula externa, a troca de oxigênio em contracorrente leva a uma queda 

progressiva da pressão parcial do oxigênio (pO2) do córtex para medula (BREZIS & 

ROSEN, 1995). Na isquemia renal, o fluxo sanguíneo renal diminui de 30-50%, com 

evidências de uma redução seletiva no suprimento sanguíneo para a medula externa 

(LAMEIRE, VAN BIESEN e VANHOLDE, 2005). 

Os rins lesionados por isquemia manifestam uma variedade de deficiências 

funcionais, destacando-se o comprometimento da reabsorção tubular de solutos e água 

(HANLEY, 1980; JOHNSTON et al., 1984). Paralelamente às alterações funcionais, 

alterações estruturais distintas ocorrem predominantemente no túbulo proximal.  

Figura 1. Lesão por isquemia-reperfusão renal 

 

Fonte: Retirado de Patschan, Patschan & Müller, 2012.  

2.2. Função tubular 

A excreção urinária de cada substância é o resultado de três processos: sua filtração 

glomerular, sua reabsorção e secreção tubular. Os processos de reabsorção e secreção 

ocorrem ao longo dos segmentos dos túbulos. A formação de urina começa com a filtração 

de um volume próximo a 170 litros por 24 horas, cuja composição é muito próxima daquela 
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do plasma. A maioria das substâncias que devem a ser eliminados do corpo não são 

reabsorvidos (como a creatinina) ou mal reabsorvidas e secretadas (como algumas drogas) 

e, portanto, são excretado em grandes quantidades na urina. Por outro lado, eletrólitos, 

como sódio, cloro e íons bicarbonato são reabsorvidos fortemente (VANDER e 

SHERMAN, 1998; BLANCHARD et al., 2009).  

Os rins representam o segundo maior consumo de oxigênio por peso seco de tecido, 

devido aos intensos processos de reabsorção e excreção que ocorrem nos túbulos renais. A 

homeostase dos fluidos é dependente da função renal, o que mantém constante mesmo com 

alterações de ingestão de solutos e água, devido aos mecanismos compensatórios de 

reabsorção e secreção (FERAILLE e EVA, 2016). 

De maneira didática e esquemática, o túbulo se divide em três partes funcionais: o 

túbulo proximal, a alça de Henle e o néfron distal, que se estende desde o túbulo distal para 

o ducto coletor. O túbulo proximal renal é um epitélio de baixa resistência caracterizado 

por alta permeabilidade de íons e água, baixos gradientes osmóticos transepiteliais e 

transporte de fluido quase isotônico. As taxas de transporte ao longo do túbulo proximal 

diminuem a medida que se distanciam do glomérulo, e o mesmo se aplica às reduções no 

número de mitocôndrias e na extensão da membrana apical e basolateral (LIU e COGAN, 

1986). Uma considerável parcela do filtrado glomerular é quase completamente reabsorvida 

(glicose e aminoácidos) ou predominantemente (fosfatos, 70%; bicarbonato, 85%) no 

túbulo proximal, sendo também o principal local de reabsorção de cálcio, 

reabsorção/secreção de ânions e cátions orgânicos, além de participar da reabsorção de 

magnésio. Finalmente, o tubo proximal é o local da atividade de endocitose de proteínas e 

intensa degradação lisossomal (CHRISTENSEN et al., 2003; BLANCHARD et al., 2009). 

A reabsorção tubular proximal de sódio é uma função renal fundamental para 

manutenção do volume plasmático e da pressão arterial (ROOS et al., 1984). Cerca de 60% 

-70% da reabsorção total de Na
+
 ocorre ao longo do túbulo convoluto proximal e túbulo 

reto proximal, e como a reabsorção é quase isotônica nesta parte do néfron, isso também é 

verdadeiro para a reabsorção de água (PALMER e SCHNERMANN, 2015). 

O transporte ativo, a eletrodifusão e arrasto de solventes contribuem, cada um, com 

aproximadamente um terço para a reabsorção total de Na
+
 no túbulo proximal. O trocador 

NHE3, responsável pelo transporte de Na
+
 e H+, é um mecanismo reabsortivo de grande 

importância. Ele medeia a captação de NaHCO3, gerando um gradiente eletroquímico para 
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a absorção de NaCl paracelular ( FRÖMTER et al., 1973). Contudo, esse transportador 

depende do gradiente de concentração gerado pelos transportadores de Na
+
 basolaterais,  

sendo que a maioria dos gradientes químicos necessários para reabsover e excretar solutos 

do filtrado glomerular bruto surgem da (Na
+
+K

+
)ATPase basolateral, que demandam dois 

terços ou mais da captação renal de oxigênio (EMMA et al; 2016; JORGENSEN et al., 

2003; PALMER; SCHNERMANN, 2015).  

Embora o transporte ativo primário de Na
+
 tenha sido atribuído principalmente à 

bomba de Na
+
 e K

+
, ele não é exclusivo. As bombas de Na

+
 demonstraram ter dois 

mecanismos diferentes. A Na
+
-K

+
-ATPase que necessita de K

+
, sendo inibida por ouabaína 

e vanadato, e insensível à furosemida. Por outro lado, a Na
+
-ATPase que não requer K

+
, 

sendo insensível à ouabaína mas inibida por furosemida e vanadato, que demonstrou 

importância na regulação de volume isosmótico (del CASTILLO e ROBINSON, 1985; 

PROVERBIO e del CASTILLO, 1981; del CASTILLO e WHITTEMBURY, 1987).  

Como caraterística comum, temos que ambas as enzimas podem ser fosforiladas de 

ATP ou Pi na presença de Mg2+ (del CASTILLO et al, 2005). Queiroz-Madeira e 

colaboradores (2010) demonstraram que, a atividade da Na
+
-ATPase insensível a ouabaína 

foi aumentada no túbulo proximal do rim de ratos espontaneamente hipertensos, sugerindo 

que essa enzima poderia estar envolvida no desenvolvimento de hipertensão arterial.  

2.2.1. Aspectos da função tubular relacionados com fisiopatologia da LRA 

No cenário clínico, a LRA e sua recuperação são definidas principalmente por 

alterações na taxa de filtração glomerular. Evidências crescentes sugerem que o sistema 

tubular, especificamente os túbulos proximais e o segmento espesso ascendente, pode 

desempenhar um papel importante não apenas no desenvolvimento de LRA, mas também 

na recuperação da função renal (FATTAH e VALLON, 2018). 

A reabsorção tubular de sódio e água é alterada devido ao dano causado às células 

epiteliais dos túbulos renais, levando a danos estruturais e mudanças funcionais, sendo os 

túbulos proximais e o ramo ascendente medular externo os mais afetados por tais 

alterações. Como consequência de uma diminuição nos níveis de oxigênio durante a 

reperfusão, ocorre uma queda na produção de ATP. O córtex renal, por ser uma região que 

possui grande quantidade de proteínas dependentes de ATP, torna-se a região mais atingida 

do rim (GONG et al., 2004; BONVENTRE e ZUK, 2004).  
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Outras alterações podem ser percebidas nas células renais, como a perda de função 

celular, além de alterações na morfologia das células epiteliais. Adicionalmente, pode-se 

observar a perda de polaridade que é decorrente de alterações no citoesqueleto das células 

epiteliais, perda de complexos e moléculas de adesão nas junções laterais das células 

(BONVENTRE e ZUK, 2004). Com a perda de polaridade gerada por IR, ocorrem 

alterações importantes no transporte de íons. O principal transportador responsável pela 

reabsorção de Na
+
, a (Na

+
+K

+
)ATPase, sofre mudança na função e localização. A 

(Na
+
+K

+
)ATPase, normalmente restrita às membranas basolaterais, é encontrada nas 

membranas apicais das células do túbulo proximal após breves períodos de isquemia. Além 

disso, foi demonstrado que o Na
+
/ K

+
-ATPase pode ser detectada em compartimentos 

intracelulares após IR. Associada a esta redistribuição, durante a IR também ocorre uma 

redução da reabsorção transepitelial de Na
+
, que não é restaurada até que a polaridade 

celular normal seja restabelecida (MOLITORIS et al., 1992; SAMPAIO et al., 2018).  

Após a lesão, a estrutura normal, altamente polarizada das células do túbulo 

proximal, é perdida (MOLITORIS et al., 1988). Dessa maneira, observa-se a localização 

incorreta de moléculas de adesão e outras proteínas de membrana, além de apoptose e 

necrose celular (BOVENTRE & WEINBERG, 2003).  Com lesão grave, as células viáveis 

e não viáveis são descamadas, deixando regiões onde a membrana basal permanece a única 

barreira entre o filtrado e o interstício peritubular (ZUK, BONVENTRE e MATLIN, 2001). 

Na lesão renal aguda, uma resposta inflamatória não controlada resulta numa 

disfunção epitelial tubular generalizada, que leva à uma redução na TFG. Esse processo 

pode ser explicado pela ativação do mecanismo de feedback tubuloglomerular. Uma 

diminuição da reabsorção de NaCl, devido à disfunção tubular, é detectada como um 

aumento no aporte de Na
+
 e Cl- nas células da mácula densa, localizadas no túbulo distal. A 

ativação do feedback tubuloglomerular culmina numa vasoconstrição generalizada da 

arteríola aferente e uma consequente queda da TFG, com diminuição da produção de urina 

e aumento de creatinina sérica (SINGH e OKUSA, 2011; FINK e DELUDE, 2005).  

 

2.3. Sistema renina-angiotensina 

A regulação do balanço corpóreo de Na
+
 é fundamental para regulação do volume 

circulatório efetivo, definido pelo volume de sangue arterial. A diminuição da pressão 



21 
 

arterial efetiva resulta em estimulação fatores antinatriuréticos (sistema simpático e sistema 

renina-angiotensina-aldosterona) que estimulam a reabsorção tubular renal de NaCl e 

diminuem a excreção do Na
+
. O sistema renina-angiotensina (SRA) é uma cascata de 

sinalização hormonal que regula o fluido corporal e a homeostase da pressão arterial. Uma 

diminuição na perfusão renal estimula o SRA, que leva à consequente retenção renal de 

sódio e aumento do volume intravascular (GOLDEBLAT et al., 1934). 

A angiotensina II é produzida pelo “SRA clássico” através da clivagem sequencial 

de substratos proteicos por proteases específicas. O fígado é a principal fonte de 

angiotensinogênio, o primeiro substrato do SRA, ele também é produzido em outros 

tecidos, como o rim. A renina é uma aspartil-protease que catalisa a clivagem do peptídeo 

de 10 aminoácidos, a angiotensina I, do terminal N da molécula de angiotensinogênio . Em 

uma reação sequencial, a enzima de conversão de angiotensina (ECA) dicarboxil-peptidase 

remove 2 aminoácidos do terminal C de angiotensina I para formar angiotensina II . As 

ações biológicas do SRA “clássico” são executadas através da ligação de alta afinidade da 

angiotensina II a receptores específicos. Esses receptores pertencem à grande família de 

receptores acoplados à proteína G e podem ser separados em duas classes farmacológicas, 

AT1 e AT2, cada uma com funções distintas ligadas a vias de sinalização intracelulares 

específicas (SPARKS et al., 2014). 

 

Figura 2. Ativação do sistema Renina-angiotensina intra-renal 

 

Fonte: Retirado de Mc Master et al., 2015. 

 

O mRNA de AT1R é localizado em túbulos proximais convolutos e retos, ramos 

ascendentes espessos da alça de Henle, células do ducto coletor cortical e medular, 
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glomérulos, vasculatura arterial, vasos retos e células justaglomerulares. Estudos usando 

anticorpos policlonais e monoclonais para o AT1R demonstraram que a proteína está 

presente nas células do músculo liso vascular em toda a vasculatura, incluindo as arteríolas 

aferentes e eferentes e células mesangiais. Além disso, AT1R está presente na borda em 

escova do túbulo proximal e nas membranas basolaterais, epitélios de membros ascendentes 

espessos, túbulos distais, dutos coletores, podócitos glomerulares e células da mácula 

densa. Esses achados sugerem que o SRA intrarrenal funciona independentemente do SRA 

sistêmico. Os receptores AT2R, por sua vez, são menos expressos em rins adultos.  A 

análise de saturação da ligação específica de Ang II a diferentes células renais revelou 

predominância de AT1R sobre AT2R em células mesangiais, podócitos e células epiteliais 

tubulares proximais. Com a diferença funcional entre esses receptores, sua distribuição 

diferencial tem importante influência na fisiopatologia (LAI et al., 2004; WANG, 

FLANNERY e SPURNEY, 2003; CHAN et al., 2005).  

O SRA exerce seu efeito na pressão arterial pela ação vasoconstritora de 

angiotensina II e pela estimulação do sistema nervoso simpático, que levam ao aumento da 

resistência vascular (IBRAHIM, 2006). Dessa forma, uma ativação inadequada do SRA 

leva à hipertensão e progressão da doença renal e cardiovascular. Nos rins, o AT1R é o 

principal receptor que medeia a ação da angiotensina. Outros peptídeos, enzimas e 

receptores nesta cascata vêm recebendo maior visibilidade devido às contribuições 

independentes para a função renal, vascular e imunidade (CROWLEY; RUDEMILLER, 

2017). 

Os aumentos na Ang II plasmática exercem ações poderosas em todo o corpo por 

meio da ativação dos receptores AT1, porém várias angiotensinases e peptidases são então 

capazes de metabolizar ainda mais a Ang II (REUDELHUBER, 2005). É reconhecido que 

vários dos peptídeos menores, incluindo Ang III, Ang IV e Ang-(1-7), têm atividade, mas 

seus níveis plasmáticos (exceto para Ang1-7) são muito mais baixos do que aqueles de Ang 

II (HAULICA et al.,2005; PENDERGRASS et al., 2006). Enquanto ECA gera Ang II a 

partir de Ang I, a ECA2 catalisa a conversão de Ang II em Ang 1-7 removendo o 

aminoácido C-terminal fenilalanina ácida. A ECA2 hidrolisa Ang II com alta eficiência 

catalítica, indicando que ECA e ECA2 possuem funções complementares. Ang 1-7 atua via 

receptor Mas acoplado à proteína G para induzir vasodilatação, efeitos antifibróticos, 

antiproliferativos e antiinflamatórios. Uma vez que a ECA2 contrabalanceia os efeitos 

vasoconstritores da Ang II, ela foi recentemente proposta como um biomarcador emergente 
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em pacientes com doença renal (ZHANG et al, 2001; COLUCCI et al., 2010; OKAZAK et 

al, 2007). 

Estudos usando antagonistas do receptor AT1 e inibidores da enzima de conversão 

da angiotensina (IECA) indicaram que a ativação do SRA pode induzir a inflamação no rim 

e na vasculatura por meio de mecanismos independentes da pressão arterial. Experimentos 

usando camundongos com deleção genética da isoforma AT1 confirmaram amplamente que 

os efeitos pró-inflamatórios da ativação do SRA advêm da estimulação de receptores AT1 

no órgão alvo (LEON e TANGRI, 2019). Os IECAs e os bloqueadores do receptor de 

angiotensina, mostraram reduzir a progressão de doença renal em vários estudos. Estes 

oferecem proteção cardiovascular e renal além daquelas resultantes após controle da 

pressão arterial, além de exercerem efeito renoprotetor e efeitos antiproteinúricos, sendo 

considerados agentes de primeira linha para DRC (ARORA et al., 2017; IBRAHIM, 2006). 

Em pacientes humanos com DRC, a inibição do SRA limita a inflamação renal e o 

estresse oxidativo independentemente da pressão arterial. O bloqueio de linfócitos ou 

citocinas prolonga a sobrevivência e atenua o dano renal hipertensivo em modelos de 

ativação de SRA, por outro lado modelos de animais sem linfócitos parecem estar 

protegidos da hipertensão dependente de SRA e preservaram as respostas vasodilatadoras e 

natriurética (ARGAL, 2003; MULLER et al., 2002; GUZIK et al., 2007; CROWLEY ET 

AL., 2010). 

 

2.4. Estresse oxidativo 

O estresse oxidativo é um desequilíbrio entre a taxa de produção e remoção de 

oxidantes. Dentre as espécies reativas de oxigênio mais importantes temos o ânion 

superóxido, radical hidroxila, peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso. As espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs) são subprodutos do óxido nítrico (NO), que possui funções 

fisiológicas fundamentais, mas também podem contribuir para vários processos patológicos 

em níveis elevados, estas são compostas por nitrito, nitrato e peroxinitrito (PALIPOCH, 

2013). 

As substâncias oxidantes possuem átomos de oxigênio com elétrons 

desemparelhados, que são as espécies reativas de oxigênio. Nesse ciclo podem ser gerados 
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ânions superóxidos (O2
-
), radical hidroxila (OH), péroxido de hidrogênio (H2O2) e os 

radicais hidroperoxila (O2H) que são espécies reativas de oxigênio (ALZOGHAIBI, 2013). 

 O estresse oxidativo presente na fisiopatologia da IR (Chamorro, 2016), pode ser  

decorrente da produção excessiva de EROs, como também pela redução nas defesas 

antioxidantes ou até mesmo por uma elevação da produção de EROs e uma redução nas 

defesas antioxidantes simultaneamente (BARDAWEEL et al., 2018; ALZOGHAIBI, 

2013). Esses fenômenos podem ocorrer nas células e nos tecidos sendo responsáveis pela 

regulação de atividades celulares fundamentais (Ranjbar, 2018; Rodríguez-Lara, 2016; 

Kovacic, 2015). O estresse oxidativo contribui para a apoptose e morte celular (Kurian G. 

A, 2016; BONVENTRE, 1993; (ADIBHATLA, 2006). Outras vias pelas quais o estresse 

oxidativo pode surgir é a via da xantina oxidase por deficiência de ATP,  re-oxigenação, 

pela via da NADPH oxidase, como também por aumento de óxido nítrico que pode reagir 

com espécies reativas de oxigênio produzindo peroxinitrito causando assim lesão tecidual 

(Yamamoto, 2017). 

O estresse oxidativo torna-se um fator comum de várias doenças como: isquemia, 

aterosclerose, doenças neurodegenerativas e envelhecimento (SALMON et al., 2010). O 

estresse oxidativo, presente na fisiopatologia da IR, é decorrente da produção excessiva de 

ROS, que levam a diversas alterações, dentre elas: depleção de ATP, alteração da 

fosforilação oxidativa mitocondrial, aumento do cálcio intracelular e ativação das proteases 

de fosfolipídios da membrana (BONVENTRE, 1993). Durante a reperfusão, o 

restabelecimento do fluxo sanguíneo pode produzir radicais livres de oxigênio, dessa 

forma, torna a peroxidação lipídica a principal via de lesões, que contribui para a apoptose 

e morte celular (KEHRER, 1993). 

Durante a reperfusão, o restabelecimento do fluxo sanguíneo inicia-se com uma 

série de alterações deletérias nas células,  resultando em inflamação, morte celular e 

insuficiência orgânica a ativação da produção de espécies reativas  de oxigênio e de 

nitrogênio alterando várias estruturas inclusive as mitocôndrias (BONVENTRE, 1993; 

RODRÍGUEZ-LARA, 2016) , sendo a principal fonte de estresse oxidativo após um evento 

de isquemia  e reperfusão (MALEK, 2015). Enfatizando o papel da mitocôndria Chouchani 

(2016) revelou que succinato, um ácido cítrico e molécula intermediária de ciclo na 

mitocôndria, apresentou-se elevado nos tecidos isquêmicos e o aumento desses níveis são 

responsáveis pela produção de espécies reativas de oxigênio mitocondrial durante a 



25 
 

reperfusão. Dessa forma, a peroxidação lipídica causa danos celulares por meio da sua ação 

em ácidos graxos insaturados que estão nas membranas, bem como quebra de DNA, 

danifica a estrutura e função das proteínas e dos ácidos nucléicos. Surgindo como uma das 

principais via de lesões (GUO, 2019; AYALA, 2014; ALZOGHAIBI, 2013; LI e 

JACKSON, 2002; BONVENTRE, 1993).  

Para manter o equilíbrio entre a produção de EROs, as moléculas antioxidantes são 

as responsáveis pela doação de elétrons, com o intuito de combater a formação em demasia 

de EROs, para que haja um equilíbrio esse sistema de defesa, atuando na eliminação das 

EROs ou impedindo que se transformem em substâncias mais tóxicas para o organismo. As 

vias antioxidantes podem ser enzimáticas, que são as produzidas pelo organismo (SOD, 

catalase e GPx) e não enzimáticas, que pode ser de origem endógena ou proveniente da 

dieta (GSH, flavonóides, vitaminas, minerais, entre outros). A inibição do estresse 

oxidativo com o antioxidante melatonina atenuou a LRA causada pela isquemia em ratos 

diabéticos, melhorando a apoptose e o estresse oxidativo através da sinalização do 

SIRT1/Nrf2/HO-1 (SI SHI, 2019). Também no tecido renal a IR levou ao aumento dos 

níveis de malondialdeído (MDA), produto da peroxidação lipídica, e o tratamento com 

células tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo reduz esses níveis, o dano 

tecidual e o estresse oxidativo,  aumentando a atividade antioxidante e melhorando a função 

renal (HAFAZEH, 2019). Recentemente Fatih Kar e colaboradores (2020) verificaram uma 

elevação de MDA, e redução das enzimas antioxidantes, superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa (GSH), sendo o ácido bórico capaz de reverter essas ações 

causadas pela IR renal. 

Estudos anteriores também demonstraram que em outros tecidos também ocorrem 

alterações nos indicadores de estresse oxidativo e nas enzimas antioxidantes. Em dez 

minutos de isquemia cerebral seguidos por 24 horas de reperfusão houve um aumento de 

peroxidação lipídica, ânion superóxido e redução da glutationa reduzida, onde a 

suplementação com vitamina D3 reverteu esses resultados (MILICA VELIMIROVIC, 

2018). Resultados também encontrados em um modelo de IR do tecido cardíaco onde 

constatou-se um aumento da expressão de MDA, e redução das enzimas antioxidantes 

(SHENGZHONG LIU, 2019).  

O mecanismo fundamental de estresse oxidativo dos túbulos renais na fase de 

isquemia ocorre inicialmente pela depleção de ATP que através da ativação das caspases, 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hafazeh+L&cauthor_id=31880584
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Velimirovi%26%23x00107%3B%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29849881
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Liu+S&cauthor_id=31399184
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fosfolipases e aumento do cálcio intracelular, causam a morte celular (RODRÍGUEZ-

LARA, 2016;  KOVACIC, 2015; KEZIC, 2016;  PARADIS, 2016; DEVARAJAN P. 2006; 

BONVENTRE, 1993). A isquemia prolongada seguida de reperfusão reduz a ativação de 

apoptose celular por necrose, porém causa lesão oxidativa e modificações proteicas, 

principalmente pela via da hipoxantina. Já o superóxido reage com óxido nítrico formando 

peroxinitrito que através da nitrosilação e nitração de proteínas e sua capacidade de 

oxidação, causa danos nas células (DAVARAJAN, 2006). 

Entre as funções fisiológicas do NADPH oxidase (NOX) estão a defesa contra 

microrganismos, sinalização celular, regulação da expressão gênica e diferenciação celular, 

regulação do fluxo sanguíneo (GRANGER, 2015; ASABA et al., 2005), entretanto podem 

ser mediadores críticos de estudos de doenças quando ocorre uma elevação na sua atividade 

(ASABA et al., 2005). A NOX exerce função na produção de espécies reativas de oxigênio, 

lesionando células e tecidos, iniciando assim uma cascata de sinalização danosa no 

organismo (RASTOGI, 2017; BRITO, 2015; SUNIL JOSHI, 2019; HUNG-TE HSU, 

2018).  

Alguns fatores influenciam a produção de ERO nos rins que pode ser aumentada  

por meio da ativação do complexo NADPH oxidase com a influência de alguns fatores, 

como a IR, a ativação do receptor AT1 pela angiotensina II, a hiperglicemia e o TGF-β 

(Cifuentes-Pagano, 2014; JHA et al., 2016). Desse modo, a inibição da NOX torna-se um 

tratamento terapêutico promissor para diversas doenças (RASTOGI, 2017, BRITO, 2015, 

SUNIL JOSHI, 2019; HUNG-TE HSU, 2018). 

A ativação da NADPH oxidase está relacionada com disfunções vasculares e renais 

em um modelo de programação intra uterina (VIEIRA-FILHO et al., 2018). Lesões no 

sistema vascular podem ter início com alterações no equilíbrio oxidativo, estando a NOX 

como a principal fonte de espécies reativas de oxigênio na parede do vaso e possivelmente 

desempenha um papel fundamental na origem de doenças causadas pela aterosclerose 

(BRYK, 2017). É descrita uma regulação positiva da NOX2 e NOX4 em ratos 

hiperglicêmicos após IR cerebral, e o tratamento com o  inibidor da NOX conseguiu 

prevenir os danos causados pela reperfusão (YONG-HUA TUO, 2017).  

A apocinina é um inibidor da atividade da NADPH oxidase, capaz de reduzir o 

nível de superóxido e eficaz na prevenção da produção do superóxido em leucócitos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hsu%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29986680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hsu%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29986680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hsu%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29986680
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tuo+YH&cauthor_id=27075483
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humanos em disfunção associada à hipóxia (SLEPCHENKO, 2016). Foi visto que a 

apocinina possui propriedades antioxidantes e citoprotetoras em vários modelos de lesão de 

IR, incluindo IR renal e cerebral (CHOI et al., 2015; ROMANINI et al., 2015). 

Recentemente foi demonstrado também que a apocinina é capaz de aumentar 

significativamente os níveis dos fatores anti-inflamatórios IL-4 e IL-10 e diminuir os níveis 

dos fatores inflamatórios IL-6 e TNF-α no tecido renal. Esse inibidor atua 

predominantemente como antioxidante nas células endoteliais e nas células do músculo liso 

vascular e exerce um efeito clínico significativo em asmáticos leves associado a uma ação 

anti-inflamatória. O mecanismo pelo qual isso ocorre não é totalmente conhecido (HU et al, 

2017).  

 

2.5. Sistema imune e inflamação 

Estudos demonstram uma estreita ligação entre o sistema imune e o sistema renal. 

Os rins contribuem para a homeostase do sistema imunológico removendo citocinas e 

toxinas bacterianas circulantes (TECKLENBORG et al., 2018). Padrões moleculares pró-

inflamatórios associados a danos (DAMPs), padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs), receptores toll-like (TLRs), estresse oxidativo, fator induzível por hipóxia (HIF), 

sistema complemento, moléculas de adesão, morte celular, renal residente células 

dendríticas (DCs), neutrófilos, linfócitos T e B, macrófagos, células T natural killer (NKT), 

citocinas secretadas e quimiocinas participam da fisiopatologia da LRA. (RADI, 2018). 

As lesões da isquemia e reperfusão são iniciadas pela produção de espécies reativas 

de oxigênio que ativam mecanismos adicionais de injúria através da ativação do sistema 

imune. As respostas imunes inatas e adaptativas estão presentes na lesão isquêmica. O 

componente inato é responsável pela resposta precoce à lesão de uma forma não específica 

do antígeno e compreendem neutrófilos, monócitos/macrófagos e células natural-killers 

(BOVENTRE e YANG, 2011). A ativação dos TLRs leva à ativação de vias de sinalização, 

incluindo NF-κB, proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e vias de interferon tipo 

I, resultando na indução de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (CHEN e NUNEZ, 

2010). 
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Figura 3. Mecanismo de ativação do sistema imune na isquemia-reperfusão renal 

 

Fonte: Retirado de Jeong-Hyeok, 2014. 

Os padrões moleculares associados a danos (DAMPs) são normalmente 

“sequestrados” intracelularmente e após lesão tecidual, são liberados no compartimento 

extracelular, onde podem ativar uma resposta imune (MC DONALD et al., 2010). Citocinas 

pró-inflamatórias e citocinas como interleucina 6 (IL-6) e TNF-α desempenham papel 

importante na disfunção renal da IR (PATEL et al.; 2005; VOSS, BODE e KERKHOFF; 

2012). 

O componente adaptativo, ativado por antígenos específicos, é iniciado em poucas 

horas e dura ao longo de vários dias após a lesão. A resposta adaptativa inclui maturação 

das células dendríticas, apresentação de antígenos, proliferação e ativação de linfócitos T e 

interações de linfócitos T com B (BOVENTRE e YANG, 2011). Os mecanismos pelos 

quais as células T são ativadas durante a inflamação não são bem compreendidos, mas 

evidências indicam uma contribuição de mecanismos de ativação específicos e 

independentes do antígeno (STAPUT et al., 2009). Vários estudos mostraram que as células 

T CD4
+
 e CD8

+
 têm um papel prejudicial e que se acumulam durante isquemia e reperfusão 

(DAY et al., 2006). 

Particularmente durante a fase inicial da reperfusão, as células imunes inatas 

dominam a composição celular dos filtrados. A proteção proporcionada pelas células 

dendríticas depende da produção da citocina anti-inflamatória interleucina-10 (IL-10), 

resultando em níveis atenuados do fator de necrose tumoral-α (TNF-α), IL-6 e espécies 
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reativas de oxigênio (ELTZSCHIG e ECKLE, 2011). Na reperfusão, as células endoteliais 

iniciadas por isquemia são propensas à adesão de leucócitos e plaquetas, aumentando ainda 

mais a permeabilidade das células endoteliais e a ativação celular. Os leucócitos aderentes 

também liberam espécies reativas de oxigênio e uma variedade de citocinas, aumentando a 

reação inflamatória. Subsequentemente, os leucócitos transmigram e entram no espaço 

subendotelial. Essa cascata inicial de eventos tem um efeito profundo na função inicial do 

enxerto (BOROS e BROMBERG, 2006). Praticamente todas as células do sistema 

imunológico têm sido implicadas nesses processos fisiopatológicos de LRA, podendo ter 

papel deletério (como, neutrófilos, monócitos e células dendríticas), ou protetor (como as 

células T reguladoras) (KINSEY e OKUSA, 2012). Existem também algumas células 

circulantes cujo papel varia dependendo da fase do processo da doença, como os 

macrófagos (MOLITORIS, 2014).  

Alguns mediadores inflamatórios, também parecem estar envolvidos na patogênese 

da IR. Uma interação entre os eicosanóides e a geração de óxido nítrico foi recentemente 

sugerida (WEIGHT et al., 2001). Um relação direta foi demonstrada entre um alto índice de 

prostaciclina (PGI2) e tromboxano A2 (TxA2) e a preservação da função renal após 

isquemia. Seguindo o mesmo raciocínio, foi observado que o precursor do NO (L-arginina) 

e a prostaglandina E1 (PGE1) demonstram um efeito nefroprotetor na lesão por IR 

(LELCUK et al., 1985; MAHMOUD et al., 2007). 

Chatterjee e colaboradores demonstraram que a IR renal resulta na ativação da NF-

κB e na subsequente expressão de genes pró-inflamatórios, especificamente, expressão 

renal do iNOS e ICAM-1, que dependem da ativação do NF-κB, e pela primeira vez in 

vivo, que 15-Deoxy-Delta12,14-prostaglandin J2 atenua a ativação do NF-κB e a 

subsequente expressão de genes alvos.  

O óxido nítrico exerce um duplo papel fisiológico na insuficiência renal aguda 

isquêmica (GOLIGORSKY e NOIRI, 1999). O NO em baixas concentrações é considerado 

renoprotetor contra a isquemia renal devido a suas propriedades vasodilatadoras, 

antioxidantes e anti-inflamatórias, além de seus efeitos benéficos na sinalização celular e 

inibição de proteínas nucleares (PHILIPS et al., 2009). A IR renal ativa o óxido nítrico 

sintase (NOS) e aumenta a expressão das proteínas NOS (VINÃS et al., 2006). Existem três 

isoformas diferentes da NOS: a NOS endotelial (eNOS) e a NOS neuronal (nNOS), que 

produzem NO em baixas concentrações para fins fisiológicos, enquanto a forma indutível 
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de NOS (iNOS)  produz NO em altas concentrações. Foi sugerido que o NO produzido pelo 

iNOS é um agente tóxico, enquanto o eNOS é visto como uma enzima protetora (CHANG 

et al., 2002). O NO produzido nos túbulos renais proximais em resposta à lesão isquêmica é 

mediado pela iNOS (PERESLENI et al., 1996). A eliminação do óxido nítrico produz 

peroxinitrito, o que causa dano tubular durante a isquemia (VINÃS et al., 2001). Além 

disso, a própria isquemia pode fornecer disfunção endotelial e perturbar a formação da 

forma endotelial de NO da eNOS (MILSON et al., 2010).  

A fase de melhora da LRA é caracterizada pela recuperação da função renal e 

substituição dos túbulos danificados (FERENBACH et al 2016). Os monócitos substituem 

os neutrófilos como o principal leucócito infiltrante e concomitantemente passam por uma 

mudança fenotípica de M1 (pró-inflamatório) para M2 (pró-reparo) (LEE et al 2011).  

O ânion nitrito, um produto final do metabolismo do NO, nas condições de hipóxia 

e isquemia, é convertido em NO pelas enzimas NOS e xantina oxidase (MILLAR et al., 

1998). Assim, o nitrito armazenado durante a normóxia e convertido em NO em condições 

de hipóxia pode ser considerado um tampão de NO. Vários relatórios recentes 

demonstraram citoproteção mediada por NO e nitrito em modelos de IR. Além da 

citoproteção dependente de NO, o nitrito pode atuar por via independente (TRIPATARA et 

al., 2007). 

Um importante mecanismo para as lesões nas células tubulares é através da 

exposição direta com substâncias no filtrado. O parênquima renal torna-se vulnerável à 

resposta pró-inflamatória subsequente dano ao tecido renal, pois o sangue rico em toxinas, 

PAMPs, DAMPs e mediadores pró-inflamatórios ganham acesso ao parênquima renal e 

seus vários compartimentos por meio de filtração glomerular ou pela microcirculação do 

capilar peritubular (GOMEZ et al., 2014; MARTENSON E BELLOMO, 2016)  A partir 

daí, a lesão de células tubulares se manifestará em mudanças estruturais incluindo: bolha de 

membrana apical, abertura de tight junctions, perda de polaridade, descolamento de células 

da membrana basal e inchaço celular OSTERMAN e  LIU, 2017).  

Em seu extremo, a lesão celular tubular resultará em morte celular por meio de uma 

série de mecanismos, incluindo necrose e apoptose, que podem levar à morte celular. 

Thurman e colaboradores (2013) demonstraram, em camundongos com lesão de IR, que a 
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deposição C3 do sistema complemento foi observada no tecido tubulointersticial, além de 

infiltração de neutrófilos na medula externa.  

O micofenolato de moefetila (MMF), um pró-medicamento do agente ativo ácido 

micofenólico, inibe reversivelmente a atividade da inosina monofosfato desidrogenase 

(IMPDH), uma enzima que promove a conversão do inosina monofosfato (IMP) em 

guanina monofosfato (GMP), o principal precursor do DNA nucleotídeo guanina 

(ALLISON, EUGUI e SOLLINGER, 1993). Dessa forma, inibindo a síntese de DNA, 

limita a produção de novo de nucleotídeos de purina, impedindo finalmente que as células 

T proliferem através da divisão celular. Quando combinado com outros agentes 

direcionados à ativação do receptor de células T, como inibidores da calcineurina, isso pode 

levar à supressão generalizada de células T, auxiliando na prevenção de rejeição aguda no 

transplante de órgãos sólidos (MARIPURI e KASISKE, 2014). 

A IR renal desencadeia uma cascata inflamatória envolvida em mais danos renais, 

dessa forma a inibição das respostas inflamatórias é uma abordagem terapêutica para 

proteger o tecido renal (JANG et al.; 2009). Estudos demonstraram que o MMF, 

administrado durante a fase de reparo da IR renal, modifica lesão tubular, proliferação e 

tráfico de linfócitos e produção de de citocinas. Esses efeitos devem-se em grande parte à 

modulação das células T por MMF, e Foxp3 + Tregs (GANDOLFO et al., 2010). 

 

JUSTIFICATIVA 

As elevadas taxas de doenças não comunicáveis, dentre elas as cardiovasculares e 

renais, são um fator preocupante e de suma importância para saúde pública. Um dos 

principais fatores de risco para hipertensão arterial é a doença renal crônica, que pode ser 

estabelecida após eventos agudos que promovam a injúria do tecido renal. A isquemia e 

reperfusão tem sido amplamente reconhecida como uma fonte importante de danos e 

consequências deletérias para diversos órgãos, sendo descrita na literatura em várias 

condições clínicas tais como o infarto do miocárdio e isquemia cerebral. No rim, a 

isquemia-reperfusão está atrelada a lesão renal aguda e ao aumento da susceptibilidade do 

paciente ao desenvolvimento de doença renal crônica. A LRA está correlacionada com 

disfunção das ATPases transportadoras de Na
+
 do túbulo proximal, através de vias que 

envolvem a ativação da NADPH oxidase e da xantina oxidase. Além disso, já é bem 
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descrito essas vias oxidativas são moduladas pelo sistema imune, que também apresenta 

uma importante modulação sobre a função renal em condições patológicas. 

Dessa forma, é possível que as alterações no transporte de sódio, e nas vias 

oxidativas dependentes da NADPH oxidase, sejam, pelo menos parcialmente, dependentes 

da ativação do sistema imune. Diante do exposto, torna-se necessário avaliar a contribuição 

do sistema imune para o surgimento das alterações do transporte de Na
+
 no túbulo proximal 

presentes na lesão renal aguda induzida por isquemia e reperfusão. O conhecimento dessas 

vias fisiopatológicas pode colaborar com o desenvolvimento de abordagens terapêuticas 

mais precisas e eficazes na recuperação da lesão renal aguda e na prevenção do 

desenvolvimento da doença renal crônica.  
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3. OBJETIVOS 

 3.1. Geral 

Investigar em ratos Wistar a contribuição do sistema imune e do estresse oxidativo 

para o surgimento das alterações do transporte de Na
+
 no túbulo proximal observadas na 

lesão renal aguda induzida por isquemia-reperfusão.  

3.2. Específicos 

Investigar em ratos Wistar após 24 horas de indução de lesão renal aguda por isquemia 

e reperfusão, na presença e na ausência de tratamento prévio com micofenolato de mofetila 

(imunossupressor) e apocinina (inibidor da NADPH oxidase): 

· Marcadores de função renal (depuração de creatinina, concentração sérica 

de ureia e proteinúria); 

· Atividade da Na
+
-K

+
-ATPase sensível à ouabaína em frações de membrana 

do córtex renal; 

· Atividade da Na
+
-ATPase sensível à furosemida em frações de membrana 

do córtex renal; 

· Expressão renal de RNAm para angiotensinogênio, ECA, ECA2, AT1aR e 

AT2R; 

· Produção basal de superóxido e atividade da NADPH oxidase no córtex 

renal; 

· Níveis de nitrato/nitrito no plasma. 
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RESUMO 

 

A isquemia/reperfusão (IR) renal está associada a lesão renal aguda (LRA) e ao aumento 
da susceptibilidade do paciente ao desenvolvimento de doença renal crônica e 
hipertensão. A reabsorção de Na+ e água é prejudicada devido à danos nas células 
epiteliais dos túbulos renais e o estresse oxidativo e o sistema imune podem estar 
envolvidos no mecanismo de lesão. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi investigar o 
impacto do tratamento com imunossupressor micofenolato de mofetila (MMF) e com 
apocinina no surgimento das alterações do transporte de Na+ no túbulo proximal 
observadas na lesão renal aguda induzida por IR em ratos. Aprovação pelo Comitê de 
Ética em Experimentação Animal da UFPE: nº 0061/2018. Ratos machos Wistar (280-300 
g, n=24) foram submetidos à LRA induzida por IR renal bilateral (grupo IR). Previamente a 
indução da LRA (24 horas), parte desses animais (n=8) recebeu tratamento em dose 
única do imunossupressor micofenolato de mofetila (MMF; 30 mg/kg, via oral; grupo IRM), 
enquanto que outra parte recebeu tratamento com o inibidor da NADPH oxidase apocinina 
(Apo; 100 mg/kg, via oral; grupo IRA). O grupo sham foi submetido a um procedimento 
mimético da IR. Após 24 horas de reperfusão, os animais foram submetidos a avaliação 
dos níveis séricos de creatinina e ureia, níveis séricos de nitrato/nitrito, e proteinúria. Além 
disso foi avaliada a atividade da (Na++K+)ATPase, atividade da Na+-ATPase e atividade 
da NADPH oxidase no córtex renal e expressão renal do RNAm de componentes do 
sistema renina-angiotensina. O grupo IR apresentou elevação de 700% (P<0,001) dos 
níveis séricos de creatinina, elevação de 200% (P<0,001) da proteinúria e diminuição de 
70% (P<0,01) dos níveis séricos de nitrato/nitrito em comparação com o Sham. Os grupos 
IRA e IRM apresentaram níveis séricos de creatinina e proteinúria menores do que o 
grupo IR (70%, P<0,001 e 40%, P<0,001). A IR também promoveu elevação dos níveis de 
superóxido, da atividade da NADPH oxidase e da (Na++K+)ATPase no córtex renal, bem 
como diminuiu a atividade da Na+-ATPase.  Adicionalmente, os ratos submetidos a IR 
apresentaram aumento (100-200%, P<0,05) da expressão do RNAm do 
angiotensinogênio, da isoforma 1 enzima conversora de angiotensina (ECA1) e do 
receptor AT1a, bem como diminuição de mais de 50% (P<0,05) da isoforma 2 da ECA 
(ECA2). As alterações na atividade das ATPases e na expressão do RNAm dos 
componentes do SRA foram prevenidas por ambos tratamentos. Dessa forma, concluímos 
que a IR renal induz alterações no transporte de Na+ dependente de ATP e ativação do 
SRA através de mecanismos que envolvem ativação da NADPH oxidase e que são 
sensíveis ao imunossupressor MMF. 

 

Palavras-chave: Isquemia/reperfusão, Lesão renal aguda, Transporte de sódio, 

Micofenolato de mofetila, Apocinina. 
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INTRODUÇÃO 

 

A lesão renal aguda (LRA) é caracterizada pelo declínio abrupto da taxa de 

filtração glomerular, e está associada à alta morbidade, mortalidade e custos de saúde. 

Por muito tempo, a LRA foi considerada uma síndrome completamente reversível, 

entretanto, nos últimos anos, estudos apontam essa doença como um grande fator de 

risco para doença renal crônica e danos em órgãos não-renais (STEVEN et al.; 2012). A 

isquemia/reperfusão renal (IR) é um dos processos fisiopatológicos mais frequentes 

observados na LRA (JANG, RABB; 2009).  

Os rins submetidos a IR manifestam uma variedade de deficiências funcionais, 

destacando-se o comprometimento da reabsorção tubular de solutos e água (HANLEY, 

1980; JOHNSTON et al., 1984). A IR ocasiona uma lesão às células epiteliais tubulares 

podendo levar à morte por apoptose e necrose, com comprometimento funcional dos 

órgãos (LE DORZE et al., 2009). A reabsorção tubular proximal de sódio depende do 

gradiente de concentração de sódio gerado pelos transportadores basolaterais, 

principalmente a (Na++K+)ATPase (JORGENSEN et al., 2003; EMMA et al; 2016). O 

transporte tubular de sódio apresenta um intenso controle pelo sistema renina-

angiotensina (SRA). A diminuição na perfusão renal estimula o SRA, que leva à 

consequente retenção renal de sódio e aumento do volume intravascular (GOLDEBLAT et 

al., 1934). A inibição do SRA limita a inflamação renal e o estresse oxidativo de forma 

independente de modulação da pressão arterial (CROWLEY ET AL., 2010).  

O estresse oxidativo é um mecanismo fundamental da fisiopatologia da IR, sendo 

parcialmente dependente da produção excessiva de espécies reativas do oxigênio 

(EROs) pela NADPH oxidase (YAMAMOTO, 2017). A ativação da NADPH oxidase 

promove lesões teciduais diretamente pela produção de EROs, e ainda por mecanismos 

indiretos como ativação do SRA e produção de mediadores inflamatórios (CIFUENTES-

PAGANO, 2014; JHA et al., 2016). Por outro lado, a inflamação também parece 

desempenhar um papel importante na fisiopatologia da LRA. O componente inato do 

sistema imune é responsável pela resposta precoce à lesão de uma forma não específica 

do antígeno, enquanto que o componente adaptativo, ativado por antígenos específicos, é 

iniciado em poucas horas e dura ao longo de vários dias após a lesão (BOVENTRE; 

YANG, 2011). 

Diante de tais considerações, é possível estabelecermos a hipótese de que o sistema 

imune e a NADPH oxidase estão envolvidos nas alterações do SRA e do transporte tubular 

de Na
+
 dependente de ATP no túbulo proximal induzida pela isquemia e reperfusão. Assim, 

o objetivo desse trabalhou foi investigar, em ratos, o efeito da IR renal na atividade das 
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ATPases transportadoras de Na
+
 e na expressão do SRA no túbulo proximal, bem como se 

essas alterações são prevenidas pelo imunossupressor micofenolato de mofetila e pelo 

inibidor da NADPH oxidase apocininaos. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Aspectos éticos 

O protocolo experimental foi submetido ao Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Federal de Pernambuco e aprovado com nº 0061/2018. Foram 

utilizados ratos Wistar, mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco, em ciclo 12h/12h – claro/escuro, 

e temperatura em torno de 22°C. 

 

Protocolos experimentais 

Ratos adultos Wistar (300–350 g, n=24) foram submetidos à LRA induzida por 

isquemia renal bilateral seguida de 24h de reperfusão (isquemia-reperfusão; IR). Os 

animais foram anestesiados com combinação de cetamina/xilazina (80/10 mg/kg de peso 

corpóreo, via intraperitoneal) e laparotomia foi realizada para ter acesso aos pedículos 

renais onde ambas artérias renais tiveram o fluxo sanguíneo obstruído por um período de 

30 minutos através do posicionamento de pinças em ambos pedículos renais. Após esse 

período, os animais tiveram a perfusão renal restabelecida. Parte desses animais (n=8) 

recebeu tratamento em dose única do imunossupressor micofenolato de mofetila (grupo 

IR+MMF; 30 mg/kg de peso corpóreo, via oral) 24 horas antes da indução do 

procedimento de IR, enquanto que outra parte (n=8) recebeu tratamento em dose única 

com o inibidor da NADPH oxidase apocinina (100 mg/kg de peso corpóreo, via oral). O 

grupo controle foi submetido à processo cirúrgico semelhante a IR, excetuando a 

isquemia/reperfusão renal (grupo SHAM, n=8). Vinte e quatro horas após o procedimento 

cirúrgico, os animais foram anestesiados (cetamina e xilazina, 80 e 10 mg/kg de peso 

corpóreo, respectivamente) e em seguida realizada coleta de amostra sanguínea (veia 

cava inferior), urina (bexiga) e do tecido renal. Após fracionados, foram congelados 

imediatamente por imersão em nitrogênio líquido e armazenados a -80ºC. 

  

Avaliação de parâmetros metabólicos 

Os níveis plasmáticos de ureia e creatinina foram mensurados através de ensaios 

comerciais colorimétricos de acordo com as instruções do fabricante. A concentração 
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urinária de proteína foi mensurada utilizando o método do fenol de Folin de acordo com 

Lowry et al. (1951). 

 

Isolamento do cortex corticis  

Os ensaios foram realizados utilizando homogenatos membranas do córtex 

externo (cortex corticis) dos rins dos animais (Vieira-Filho et al., 2009). Os rins foram 

coletados e mantidos em tampão isotônico frio contendo 250 mmol/L de sacarose, 10 

mmol/L HEPES-Tris (pH 7,4), EDTA 2 mmol/L e inibidor de tripsina 0,15 mg/mL (Tipo II-S; 

SigmaAldrich). Realizamos cortes transversais finos do córtex corticis (0,5 mm) utilizando 

um micrótomo Stadie-Riggs (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, EUA) e dissecados 

cuidadosamente com tesoura de iridectomia para evitar contaminação com o resto do 

tecido. A suspensão dos fragmentos foi homogeneizada na mesma solução fria (4 mL / g) 

utilizando um homogeneizador de Teflon/vidro.  

 

Atividade das ATPases transportadoras de Na+ 

A medição da ATPase sensível à ouabaína (Na++K+)-ATPase e Na+-ATPase 

sensível à furosemida foi realizada no córtex cortical, que representa a porção mais 

externa do córtex renal que corresponde à maior parte das células do túbulo proximal 

(Proverbio e Del Castillo, 1981). A atividade da (Na++K+)-ATPase e a atividade da Na+-

ATPase foram avaliadas por medição da hidrólise de ATP sensível a inibidores 

específicos, ouabaína e furosemida, respectivamente, de acordo com o método descrito 

anteriormente (Grubmeyer e Penefsky, 1981; Vieira-Filho et al. , 2014). O fosfato 

inorgânico (Pi) liberado pela hidrólise do ATP foi medido a 620 nm após a reação com 

molibdênio. 

 

Atividade da NADPH oxidase 

O corte corticis foi homogeneizado em tampão de radioimunoprecipitação 

contendo NaCl 150 mM, Triton X-100 a 1%, Triton X-100 a 1%, desoxicolato de sódio a 

0,5%, desoxicolato de sódio a 0,5%, SDS a 0,1% e 50 mM Tris, pH 8,0; contendo 2 mM 

de AEBSF, 1 mM de EDTA, 130 μM de bestatina, 14 μM de E-64, 1 μM de leupeptina e 

0,3 μM de aprotinina. Para a atividade da NADPH oxidase foi realizada a quantificação de 

superóxido produzido na presença de NADPH por meio da quimioluminescência derivada 

da lucigenina. Os homogenatos foram adicionados a um meio de reação contendo 

lucigenina 10 μM e NADPH 100 μM. A luminescência foi mensurada por meio de um leitor 

multimodular (Varioskan Flash, ThermoScientific). O resultado foi expresso em unidade 

relativa de luz por minuto e corrigido pela quantidade de proteína da amostra. A liberação 



49 
 

de superóxido também foi avaliada na ausência de NADPH, representando a produção 

basal. 

 

 Determinação do óxido nítrico (NO) 

A produção de nitrito/nitrato foi determinada através da reação de Griess com o 

plasma. O reagente de Griess (0,1% de N- [1-naftil] etilenodiamina-HCl e 1% de 

sulfanilamida e 5% de H3PO4) foi adicionado ao soro (sem diluição) e sobrenadante dos 

homogenatos corticais (diluídos 5 x em PBS) na proporção de 1:1. Em seguida foi 

incubado por 10 minutos para obter uma leitura em espectrofotômetro (540 nm). O 

resultado foi corrigido pela concentração de proteína das amostras. 

 

Ensaio de expressão gênica dos componentes do SRA 

O córtex corticis foi usado para extração de RNA usando Trizol de acordo com as 

instruções do fabricante. Após a extração, o RNA foi quantificado por espectrofotometria 

com o equipamento NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Após a quantificação, o cDNA foi 

obtido usando kits de transcrição reversa de cDNA de alta capacidade de acordo com as 

instruções do fabricante. O cDNA foi quantificado por espectrofotometria com 

equipamento NanoDrop 2000 (ThermoScientific) e armazenado a -20 °C. O ensaio de 

expressão gênica de componentes do RAS foi realizado a partir do cDNA usando sondas 

específicas para angiotensina I (ANG), Enzima conversora de angiotesina 1 (ACE 

1),enzima conversora de angiotensina II (ACE 2), receptor de angiotensina (AGT1Ra) e 

receptor de angiotensina II (AGT2R). O gene endógeno usado para normalização foi o 

GAPDH. A quantificação relativa dos mRNAs foi realizada pela técnica de RT-PCR com 

TAQMAN® Gene Expression Assayss utilizando o equipamento Quantstudio 5 (Thermo 

Scientific, CA, EUA). O software expressionSuite v3.3 (Life Technologies, CA, EUA) foi 

aplicado para obtenção de Rq (quantificação relativa) por meio do método ΔΔCt. Todas as 

reações foram realizadas no Instituto Aggeu Magalhães - FIOCRUZ-PE. 

 

Análise estatística 

Os resultados são expressos pela média ± erro padrão da média (SEM). Os dados 

foram submetidos a avaliação da normalidade através do teste de Shapiro-Wilk. 

Considerando a inexistência de grandes variações da distribuição Gaussiana, as médias 

dos grupos foram comparadas usando análise de variância (ANOVA) de uma via seguida 

do teste de Tukey. As análises foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5 

(versão 5.01, GraphPad Software, Inc.). As diferenças entre os grupos foram 

consideradas significativas com P<0,05. 
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RESULTADOS 

 

Níveis de séricos de creatinina, ureia e nitrato/nitrito e proteinúria 

Os marcadores gerais de função renal e os níveis séricos de nitrato/nitrito são 

apresentados na Tabela 1. Observamos um aumento na creatinina sérica do grupo IR 

(~700%, P<0,001) em comparação ao grupo Sham. Os animais tratados com MMF e 

Apocinina também apresentaram níveis elevados de creatinina sérica (~500% P <0,001 e 

400% P<0,001), contudo os seus níveis eram inferiores ao do grupo IR (~26%, P<0,01 e 

~35%, P<0,001). 

A razão da concentração urinária de proteína:creatinina foi utilizada como 

estimativa da proteinúria. O grupo IR demonstrou aumento significativo comparado ao 

grupo Sham (~200%, P<0,001). O tratamento com Apocinina e MMF conseguiu reduzir 

significativamente a proteinúria quando relacionado aos animais IR (~70%, P<0,001 e 

~40%, P<0,001). 

Conforme visto na Tabela 1, houve uma diminuição dos níveis séricos de 

nitrato/nitrito no grupo IR (~73%, P<0,01) comparados com o Sham. Observamos que o 

tratamento com a apocinina não influenciou o efeito da IR, enquanto que os animais 

tratados com MMF obtiveram um aumento (~330%, P<0,001) em comparação ao grupo 

IR.  

 

Atividade da (Na++K+)ATPase e Na+-ATPase 

A reabsorção tubular de sódio e água é alterada devido ao dano causado às 

células epiteliais dos túbulos renais, levando a danos estruturais e mudanças funcionais. 

Por tal razão foi avaliada a atividade da (Na++K+)ATPase e da Na+-ATPase (Figura 1). Foi 

observado um aumento da atividade da (Na++K+)ATPase no grupo IR comparado ao 

controle (~59%, P<0,01). O tratamento com MMF e apocinina foi capaz de diminuir a 

atividade da (Na++K+)ATPase (~40%, P<0,001 e ~30%, P<0,05). Por outro lado, 

constatamos na Fig. 1B uma diminuição da atividade da Na+-ATPase do grupo IR (~44%, 

P<0,05) em relação ao grupo Sham, o tratamento com Apocinina e MMF conseguiram 

reverter esse efeito (~98% e ~77%, P<0,05). 

 

Expressão renal de RNAm para angiotensinogênio, ECA, ECA2, AT1aR e AT2R 

 A IR induziu uma ampla alteração na expressão do RNAm para os componentes 

do SRA (Figura 2). Os ratos submetidos a IR apresentaram maior expressão de RNAm do 

AGT (150%, P<0,05), da ECA (200%, P<0,05) e do AT1aR (200%, P<0,01) do que o grupo 

Sham. Por outro lado, a expressão da ECA2 foi cerca de 70% menor (P<0,05) no grupo 
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IR em relação ao grupo Sham. Os tratamentos com MMF e Apocinina preveniram as 

alterações induzidas pela IR na expressão do RNAm desses componentes do SRA. A IR 

não afetou a expressão do RNAm do AT2R, contudo o tratamento com a Apocinina 

aumentou sua expressão. 

 

Produção basal de superóxido e atividade da NADPH oxidase 

Observamos que a atividade da NADPH oxidase foi elevada no grupo IR, 

enquanto que ambos os grupos de animais tratados foram diminuídos quando comparado 

com IR (~62%, P<0,05 e ~65%, P<0,05) (Figura 3). Foi possível observar também um 

aumento na produção de ânion superóxido nos animais do grupo IR, quando comparado 

ao Sham (~112%, P<0,05). Os tratamentos com MMF e Apocinina foram capazes de 

reverter esse aumento (~59%, P<0,01 e ~65%, P<0,05). 

 

 

Tabela 1.  Efeitos do micofenolato mofetil e apocinina nos níveis de séricos de creatinina, 
nitrato/nitrito e proteinúria de ratos submetidos a IR renal 

  Sham IR IRM IRA 

Creatinina sérica (mg/dL) 0,53 ± 0,01 4,42 ± 0,13*** 3,27 ± 0,40***
†† 

2,86 ± 0,08 ***
†† 

Nitrato/nitrito sérico (nmol/mL) 42±4 11 ± 1* 45 ± 10
† 

18 ± 2* 

Razão proteína:creatinina na 
urina 

11 ± 1 33 ± 4*** 9 ± 2
†††

 18 ± 2
†††

 

Dados expressos como média ± EPM. Sham = ratos submetidos a simulação da cirurgia (n=8); IR 
= ratos submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal (n=8); IRM = ratos submetidos a 
isquemia/reperfusão (IR) renal tratados com micofenolato de moefetila (n=8); IRA = ratos 
submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal tratados com apocinina. A comparação entre as 
medias dos grupos foi realizada pela ANOVA seguida do teste de Tukey: *P<0,05; e ***P<0,001 vs. 
Sham; 

†
P <0,05; 

††
P<0,01; e 

†††
P<0,001 Vs. IR. 
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Figura 1. Atividade da (Na++K+)ATPase (A) e Na+-ATPase (B) no cortex corticis. 

Dados expressos como média ± EPM. Sham = ratos submetidos a simulação da cirurgia 

(n=8); IR = ratos submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal (n=8); IRM = ratos 

submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal tratados com micofenolato de moefetila 

(n=8); IRA = ratos submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal tratados com apocinina. A 

comparação entre as medias dos grupos foi realizada pela ANOVA seguida do teste de 

Tukey: *P<0,05; e ***P<0,001 vs. Sham; †P <0,05; e †††P<0,001 Vs. IR. 
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Figura 2. Expressão renal de RNAm dos componentes do sistema renina-

angiotensina no cortex corticis: angiotensinogênio (A), ECA (B), ECA2 (C), AT1aR 

(D) e AT2R (E). Dados expressos como média ± EPM. Sham = ratos submetidos a 

simulação da cirurgia (n=8); IR = ratos submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal (n=8); 

IRM = ratos submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal tratados com micofenolato de 

moefetila (n=8); IRA = ratos submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal tratados com 

apocinina. A comparação entre as medias dos grupos foi realizada pela ANOVA seguida 

do teste de Tukey: *P<0,05; e **P<0,01 vs. Sham; ††P<0,01; e †††P<0,001 Vs. IR; ‡P<0,05 

vs. IRA. 
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Figura 3. Produção basal de superóxido e atividade da NADPH oxidase no cortex 

corticis. Dados expressos como média ± EPM. Sham = ratos submetidos a simulação da 

cirurgia (n=8); IR = ratos submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal (n=8); IRM = ratos 

submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal tratados com micofenolato de moefetila 

(n=8); IRA = ratos submetidos a isquemia/reperfusão (IR) renal tratados com apocinina. A 

comparação entre as medias dos grupos foi realizada pela ANOVA seguida do teste de 

Tukey: *P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 vs. Sham; †P <0,05; ††P<0,01; e †††P<0,001 Vs. 

IR.
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DISCUSSÃO 

 

A IR renal é uma situação associada a disfunção tubular e comprometimento da 

reabsorção de Na+. Apesar de ser conhecida importância do SRA, da NADPH oxidase e 

do sistema imune para o mecanismo de lesão renal, a interrelação entre esses fatores 

não é completamente conhecida na IR renal. O presente estudo demonstrou que a IR 

induz alterações no transporte de Na+ dependente de ATP, com efeito opostos na 

atividade da (Na++K+)ATPase e da Na+-ATPase, superexpressão de diversos 

componentes do pró-hipertensivos do SRA. Essas alterações ocorreram paralelamente a 

elevação da NADPH oxidase e foram inibidos pela administração prévia de Apocinina. 

Além disso, foi demonstrado que o imunossupressor MMF foi capaz de reverter esse 

quadro, indicando um papel importante para o sistema imune nessas alterações.  

Os níveis de proteinúria, creatinina e ureia sérica foram aumentadas pela IR, 

indicam dano renal (HU et al., 2016). Foi observada uma diminuição nos níveis de 

nitrato/nitrito sérico no grupo IR, essa redução pode resultar o dano às células endoteliais 

induzido pela geração de EROs, o que corrobora com os indicativos de dano renal 

(HAGAR e EL TAWAB, 2012). Os tratamentos com MMF e Apo levaram a uma melhora 

no dano renal. Estudos demonstraram que o MMF pode levar à proteção do dano renal 

pela inibição da expressão de TGF-β1 e MCP-1, além da inibição da infiltração de 

macrófagos (JIANG et al., 2012).  

Com a perda de polaridade tubular gerada pela IR, ocorrem alterações 

importantes no transporte de íons. O principal transportador responsável pela reabsorção 

de Na+, a (Na++K+)ATPase, sofre mudança na função e localização após breves períodos 

de isquemia. Além disso, foi demonstrado que a (Na++K+)ATPase pode ser detectada em 

compartimentos intracelulares após IR (MOLITORIS et al., 1992; SAMPAIO et al., 2018). 

Diante do exposto, investigamos o efeito da IR na atividade da (Na++K+)ATPase. Foi 

observado que a lesão por IR levou ao aumento da atividade da (Na++K+)ATPase, 

resultado semelhante ao encontrado por Cortes e colaboradores (2018). Na literatura, as 

respostas obtidas a respeito da atividade da (Na++K+)ATPase após períodos de 

isquemia/reperfusão renal são bastante controversas. Estudos demonstram que eventos 

de isquemia por si só são capazes de diminuir a atividade da (Na++K+)ATPase, e após 

período de reperfusão uma recuperação completa da atividade e uma abundância 

aumentada da subunidade α1 de (Na++K+)ATPase em homogenatos corticais seriam 

encontrados (MOLINAS et al., 2006). Em nosso estudo, verificamos apenas a atividade da 

ATPase, porém sua localização não foi elucidada, sendo considerada uma limitação. A 

atividade da (Na++K+)ATPase também parece divergir à depender do tecido renal.  Fares 
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e colaboradores (2014) constataram que a atividade do transportador no córtex aumentou 

após a isquemia em comparação com o grupo controle, enquanto na medula, houve 

apenas uma tendência de ativação da atividade da (Na⁺ +K⁺ )ATPase após a isquemia.  

A Na⁺ /K⁺ -ATPase  é responsável pela reabsorção maciça de Na+ através do 

epitélio, enquanto a Na+-ATPase permite o ajuste fino, agindo como um contrabalanço 

para manter a homeostase de Na+ e água (CORTE et al., 2018). A atividade da Na⁺ -

ATPase foi diminuída em oposição à (Na⁺ +K⁺ )ATPase, compensando sua super 

ativação. Em longo prazo, a IR  mantém o aumento da atividade da (Na⁺ +K⁺ )ATPase 

observada no córtex de ratos submetidos a IR, sendo apoiada pela hipótese de que o 

aumento da reabsorção de Na+ proximal é responsável por aumento dos níveis de 

pressão arterial, acompanhada por danos renais, pressão de natriurese prejudicada e 

hipertensão (Dado prévios do laboratório - LIMA et al., 2020; PECHMAN et al., 2009). 

Ambos os tratamentos com Apocinina e MMF tiveram potencial de proteção contra a 

lesão e alterações nas ATPases transportadoras de Na+, sendo estatisticamente 

semelhantes ao grupo controle. 

O estresse oxidativo é um mecanismo patogênico chave na lesão tecidual induzida 

por isquemia/reperfusão. Outros estudos, em diferentes modelos de isquemia/reperfusão 

tecidual, observaram uma explosão de metabólitos reativos de oxigênio após o 

restabelecimento do fluxo sanguíneo para uma zona previamente isquêmica. Em nosso 

estudo, os animais submetidos à IR renal apresentaram um aumento na atividade da 

NADPH oxidase, o que corresponde aos dados encontrados na literatura. Há informações 

disponíveis sobre a ativação da NADPH oxidase na lesão renal induzida por 

isquemia/reperfusão, porém seu mecanismo de ação na patologia ainda não é bem 

estabelecido (SIMONE et al., 2014; KAPOOR et al., 2018).  

Conforme demonstrado, os tratamentos com Apo e MMF foram capazes de 

reverter a ativação da NADPH oxidase significativamente. Em modelo de 

isquemia/reperfusão cerebral, o tratamento com Apocinina não demonstrou nenhuma 

alteração na atividade da NADPH oxidase comparada ao Sham, revertendo o efeito 

deletério promovido pela IR. Um mecanismo proposto, seria uma sinalização cruzada 

entre a NADPH oxidase e a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, que 

representaria um ciclo vicioso de produção de EROs, podendo ser farmacologicamente 

direcionado com o inibidor de NOX sob condições de estresse oxidativo. Estudos 

demonstraram que o MMF, administrado durante a fase de reparo da IR renal, modifica 

lesão tubular, proliferação e tráfico de linfócitos e produção de citocinas. Em modelo 

animal de doença renal crônica o MMF mostrou diminuir a atividade da NADPH oxidase 

(GANDOLFO et al., 2010; TAPIA et al., 2016). 
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Vários mecanismos podem ser responsáveis pelo agravamento da LRA e sua 

progressão para doença renal crônica (DRC), incluindo EROs, inflamação e angiotensina 

II (FRANCO et al., 2006). O sistema renina-angiotensina (SRA) é uma cascata de 

sinalização hormonal que regula o fluido corporal e a homeostase da pressão arterial. O 

nível de angiotensinogênio renal (AGT) é determinante para a produção de Ang II, sendo 

considerado um marcador da atividade do SRA (CROWLEY e COFFMAN, 2012; KOBORI 

et al., 2006). Foi observado em animais submetidos à isquemia/reperfusão o aumento na 

expressão renal de mRNA para angiotensinogênio, ECA1 e AT1a. Shai e colaboradores 

(2012) evidenciaram um aumento na concentração sistêmica e intra-renal de angiotensina 

II circulante logo após a isquemia. Essa ativação do SRA exacerba a progressão da 

inflamação desencadeada pela hipóxia. Como demonstrado, a intervenção com 

imunossupressor MMF e inibidor da NOX após IR levou à diminuição da expressão de 

mRNA para AGT, ECA1 e AT1a, sugerindo efeito renoprotetor com drogas 

imunorreguladoras e antioxidantes.  

As lesões por IR podem ocorrer após o infarto, a sepse e o transplante de órgãos. 

Esse fenômeno agrava o dano tecidual ao iniciar uma cascata inflamatória, incluindo 

ativação de espécies reativas de oxigênio (ERO), citocinas, quimiocinas e leucócitos 

(JANG e RABB; 2009). Dessa forma, a IR ocasiona uma lesão às células epiteliais 

tubulares podendo levar à morte por apoptose e necrose, com comprometimento 

funcional dos órgãos (LE DORZE et al., 2009). No presente trabalho, investigamos a 

participação desses mecanismos patológicos chaves através da inibição da atividade da 

NOX e por meio da imunossupressão do sistema imune. Foi observada uma íntima 

relação entre esses sistemas, o que gera um feedback positivo através da liberação de 

espécies reativas de oxigênio após a IR, que ativam mecanismos adicionais de injúria 

através da ativação do sistema imune. Subsequente ao dano ao tecido renal,  o sangue 

rico em toxinas, PAMPs, DAMPs e mediadores pró-inflamatórios ganham acesso ao 

parênquima renal e seus vários compartimentos por meio de filtração glomerular ou pela 

microcirculação do capilar peritubular (GOMEZ et al., 2014; MARTENSON E BELLOMO, 

2016). A partir daí, a lesão de células tubulares se manifestará em mudanças estruturais 

incluindo: bolha de membrana apical, abertura de tight junctions, perda de polaridade, 

descolamento de células da membrana basal, inchaço celular e, em seu extremo, 

resultará em morte celular. (OSTERMAN e  LIU, 2017).  

Em conclusão, os presentes dados mostram que LRA induzida por isquemia-

reperfusão leva a alterações no transporte de Na+ dependente de ATP e ativação SRA. 

Além disso, concluímos que os mecanismos envolvidos nessas alterações são 

dependentes, pelo menos em parte, do aumento do estresse oxidativo mediado pela 

NADPH oxidase e pela ativação do sistema imune, sendo potenciais alvos terapêuticos 
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para prevenção das alterações induzidas pela LRA. A LRA foi considerada uma síndrome 

completamente reversível, entretanto, nos últimos anos, estudos demonstraram um 

aumento na indução de DRC e danos em órgãos não renais ocasionados pela LRA 

(STEVEN et al.; 2012). Nossos achados contribuem para a elucidação da fisiopatologia da 

LRA induzida por isquemia/reperfusão, o que pode colaborar com o desenvolvimento de 

abordagens terapêuticas mais precisas e eficazes na recuperação da lesão renal aguda e 

na prevenção do desenvolvimento da doença renal crônica. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Os presentes dados demostram que a lesão renal aguda induzida por isquemia-

reperfusão leva a alterações no transporte de Na
+
 dependente de ATP e ativação SRA. 

Além disso, concluímos que os mecanismos envolvidos nessas alterações são dependentes, 

pelo menos em parte, do aumento do estresse oxidativo mediado pela NADPH oxidase e 

pela ativação do sistema imune, sendo potenciais alvos terapêuticos para prevenção das 

alterações induzidas pela LRA. 
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