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“A inteligência é a capacidade 

de se adaptar a mudança”. 
         Stephen Hawking 



 

RESUMO 
 

A lesão renal aguda (LRA) induzida por sepse é uma situação clínica que apresenta elevada 
morbidade/mortalidade. Além disso, a LRA por si é um fator de risco para o desenvolvimento 
de lesões renais tardias e hipertensão, mesmo quando há recuperação dos marcadores clínicos 
de função renal após o evento agudo. Essa relação pode ocorrer através de modificações no 
transporte tubular de Na+, elevação do estresse oxidativo e ativação do sistema renina-
angiotensina aldosterona (SRAA). Adicionalmente, tem sido descrito que o sistema imune 
apresenta um papel-chave nos mecanismos de lesão renal. Dessa forma, o objetivo deste 
trabalho foi avaliar o impacto tardio da LRA induzida por sepse no SRA, estresse oxidativo e 
na atividade das ATPases transportadoras de Na+ do túbulo proximal, bem como investigar se 
a imunossupressão pela administração de micofenolato de mofetil (MMF) é capaz de atenuar 
a indução dessas alterações em longo prazo. Para isso ratos Wistars (300-350 g, n=16) foram 
submetidos a indução de lesão renal aguda através da administração de LPS (10 mg/kg, sc). 
alguns destes animais (n=8) receberam dose única do MMF (30 mg/kg, via oral) 24h antes da 
administração do LPS (grupo LM) ou solução de NaCl 0,9% (1 ml/kg, sc) (grupo L). O grupo 
controle foi constituído por ratos submetidos a administração de NaCl 0,9% (1 ml/kg, sc) na 
ausência (grupo C) e na presença (grupo CM) da administração prévia de MMF (n=8). Os 
ratos foram submetidos a avaliação da função renal e da pressão arterial sistólica (PAS), bem 
como que no córtex renal foram avaliados marcadores de estresse oxidativo, atividade das 
ATPases transportadoras de Na+ e conteúdo proteico do receptor AT1 para angiotensina II 
(AT1R), da subunidade p65 do NFkB e das citocinas inflamatórias TNF-α e IL-6. As 
diferenças entre os grupos experimentais foram analisadas utilizando-se a análise de variância 
de 2-vias seguida pelo teste de Tukey. Nas primeiras 24 horas após administração do LPS, em 
relação ao grupo C, observou-se um pronunciado aumento do fluxo urinário e dos níveis 
séricos de ureia e creatinina. Após 2 semanas, os animais tratados com LPS apresentaram 
marcadores séricos de função renal semelhantes ao grupo C, enquanto que, na quarta semana 
pós-LRA, o clearance de creatinina apresentou-se diminuído. No período tardio a LRA 
induzida pelo LPS, também foi observada elevação da PAS, bem como elevação da 
peroxidação lipídica renal em paralelo a um aumento da atividade da NADPH oxidase. Além 
disso, foi observado que o grupo tratado com LPS apresentou alterações opostas na atividade 
das ATPases transportadoras de Na+ no cortex corticis renal: maior a atividade da 
(Na+/K+)ATPase sensível a ouabaína e menor atividade da (Na+)ATPase sensível a 
furosemida. Essas alterações não foram acompanhadas de mudanças no conteúdo proteico 
cortical renal do AT1R, do NFkB ou das citocinas inflamatórias. O tratamento prévio com 
MMF preveniu a elevação aguda dos níveis séricos de creatinina e ureia em resposta ao LPS, 
bem como as alterações tardias no clearance de creatinina, na PAS, no aumento do estresse 
oxidativo renal e atividade da NADPH oxidase. Por outro lado, o MMF aumentou a atividade 
da (Na+/K+)ATPase adicionalmente ao efeito já induzido pelo LPS, enquanto que ele 
preveniu a diminuição da atividade da (Na+) ATPase. Em conjunto, os dados do presente 
trabalho mostram que a LRA induzida por sepse promove alterações tardias do estresse 
oxidativo renal e do transporte tubular proximal de Na+ que podem favorecer o surgimento de 
lesões crônicas no tecido renal e hipertensão, bem como que essas alterações devem ser 
parcialmente dependentes de ativação do sistema imune. 

 
Palavras-chave: ATPases Tubulares, Estresse Oxidativo, Hipertensão, Lesão Renal aguda, 
LPS, Micofenolato de mofetila, Sistema imune. 

 
 



 

ABSTRACT 
Acute kidney injury (AKI) induced by sepsis is a clinical condition with high morbidity/ 
mortality. In addition, AKI per se is a risk factor for the development of late kidney damage 
and hypertension, even when clinical markers of renal function recover after the acute event. 
This relationship can occur through changes in the tubular transport of Na+, elevation of 
oxidative stress and activation of the renin-angiotensin system (RAAS). In addition, it has 
been reported that the immune system plays a key role in the mechanisms of kidney injury. 
Thus, the objective of this work was to evaluate the late impact of sepsis-induced AKI on the 
SARS, oxidative stress and the activity of the ATPases transporting Na+ of the proximal 
tubule, as well as investigating whether immunosuppression by the administration of 
mycophenolate mofetil (MMF) is able to mitigate the induction of these changes in the long 
term. For this, Wistars rats (300-350 g, n=16) were subjected to acute kidney injury induction 
through the administration of LPS (10 mg / kg, sc). some of these animals (n=8) received a 
single dose of MMF (30 mg / kg, orally) 24h before the administration of LPS (group LM) or 
0.9% NaCl solution (1 ml / kg, sc) (group L). The control group consisted of rats submitted to 
the administration of 0.9% NaCl (1 ml / kg, sc) in the absence (group C) and in the presence 
(group CM) of previous MMF administration (n=8). The rats were submitted to an evaluation 
of renal function and systolic blood pressure (PAS), as well as that in the renal cortex, 
markers of oxidative stress, activity of Na+ transporting ATPases and protein content of the 
AT1 receptor for angiotensin II (AT1R) were evaluated, the NFkB p65 subunit and the 
inflammatory cytokines TNF-α and IL-6. The differences between the experimental groups 
were analyzed using the 2-way analysis of variance followed by the Tukey test. In the first 24 
hours after LPS administration, in relation to group C, a marked increase in urinary flow and 
serum levels of urea and creatinine was observed. After 2 weeks, the animals treated with LPS 
showed serum markers of renal function similar to group C, whereas, in the 4th week after 
AKI, creatinine clearance was reduced. In the late period, LPS-induced AKI, an increase in 
SBP was also observed, as well as an increase in renal lipid peroxidation in parallel with an 
increase in NADPH oxidase activity. In addition, it was observed that the LPS-treated group 
showed opposite changes in the activity of Na+ transporting ATPases in the renal cortex: 
greater the activity of ouabaine-sensitive (Na+/K+) ATPase and less activity of furosemide-
sensitive (Na+) ATPase. These changes were not accompanied by changes in the renal 
cortical protein content of AT1R, NFkB or inflammatory cytokines. Previous MMF treatment 
prevented acute elevation of serum creatinine and urea levels in response to LPS, as well as 
late changes in creatinine clearance, SBP, increased renal oxidative stress and NADPH 
oxidase activity. On the other hand, MMF increased the activity of (Na+/ K+) ATPase in 
addition to the effect already induced by LPS, while it prevented the decrease in (Na+) 
ATPase activity. Taken together, the data from the present study show that sepsis-induced 
AKI promotes late changes in renal oxidative stress and proximal Na+ tubular transport that 
may favor the onset of chronic kidney tissue damage and hypertension, as well as that these 
changes must be partially dependent on activation of the immune system. 
 
Keywords: Tubular ATPases, Oxidative Stress, Hypertension, Acute Kidney Injury, LPS, 
Mycophenolate mofetil, Immune system. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

A sepse é considerada uma síndrome clínica com elevado nível de mortalidade e alta 

prevalência em pacientes hospitalizados. Sua fisiopatologia é complexa, multifatorial, e não 

está completamente elucidada, entretanto, sabe-se que a sua principal característica é o 

aumento da resposta inflamatória que acarreta em disfunção múltipla de órgãos, 

principalmente por hipoperfusão (KEMPKER; MARTIN 2016; FLEISCHMANN et al. 2016; 

MACHADO et al. 2017;). O rim é um dos principais órgãos acometidos pela sepse, e a lesão 

renal aguda (LRA) nesses pacientes apresenta elevada frequência (DAHER et al. 2008). A 

lesão ocorre devido alterações na microcirculação renal, como o vasorelaxamento, além do 

dano causado pelo estresse oxidativo, citocinas e pelos leucócitos ativados. Apesar de em 

muitos casos haver recuperação da função tubular, o dano endotelial permanece, e em longo 

prazo pode ocorrer disfunção renal progressiva, consequentemente, levando a doença renal 

crônica (DRC) (ASKENAZI et al. 2018). Além disso, subjacente a esse quadro, a LRA 

aumenta o risco do desenvolvimento da hipertensão arterial (BORTOLOTTO. 2008).   

Durante a evolução da LRA para a DRC, um dos principais segmentos do néfron 

impactados é o túbulo proximal (SOI; YEE, 2017). Este segmento é de fundamental 

importância para a manutenção da homeostase hidroeletrolítico, reabsorvendo cerca de 60% 

do sódio presente no ultrafiltrado glomerular. Para ocorrer o transporte tubular de sódio, é 

necessário o gradiente de sódio proveniente do transporte ativo primário, gerado pela 

(Na+/K+) ATPase sensível a ouabaína, presente na membrana basolateral das células do túbulo 

proximal (AIRES, 2008). Além disso, também há participação da (Na+) ATPase sensível a 

furosemida que tem sua função associada ao ajuste fino do gradiente do Na+ (ROCAFULL; 

THOMAS; DEL CASTILLO, 2012). 

O sistema renina angiotensina (SRA) também possui um papel importante na 

fisiopatologia da lesão renal induzida por sepse (DOERSCHUG et al. 2010). A angiotensina 

II além de sua ação clássica onde promove vaso constrição das arteríolas glomerulares, 

através da estimulação do seu receptor AT1, também contribui com a maior reabsorção de 

sódio via ativação da (Na+/K+)ATPase (JAITOVICH & BERTORELLO. 2010), como 

também promove o estresse oxidativo, estimulando a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species) (BENIGNI, CASSIS & REMUZZI. 2010).  

O estresse oxidativo, por sua vez, interfere na reabsorção de sódio através da 

modulação das ATPases transportadoras de Na+. Os grupamentos sulfidrilas da 
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(Na+/K+)ATPase são sensíveis a oxidação (Boldyrev & Kurella, 1996). A formação de ROS 

pode ser proveniente de diversas fontes, contudo, a NADPH oxidase se destaca no tecido 

renal, principalmente em situações relacionadas a LRA e DRC (BEDARD & KRAUSE. 

2007). Dados do nosso grupo de pesquisa demostram que em modelo de hipertensão 

programada no ambiente intrauterino, o estresse oxidativo renal é responsável pelo aumento 

da atividade da (Na+) ATPase, alteração que deve ser importante na etiologia do aumento dos 

níveis pressóricos (Vieira-Filho et al. 2014). No modelo de lesão renal pela administração de 

LPS, é demonstrado aumento da expressão de NOX 1 e 5 (HOLTERMAN et al. 2019), e o 

sistema imune contribui para o aumento da ativação destas enzimas (AL-HARBI et al 2019).  

O sistema imune é capaz combater patógenos, como também promover cicatrização e 

restauração da função de tecidos lesionados. Essas funções são auxiliadas pelo sistema imune 

inato, que é a primeira linha de defesa do organismo, ocorrendo imediatamente após lesão ou 

infeção, e envolve células como macrófagos, e neutrófilos. (TOMAR; DE. 2014) Essas 

células possuem receptores do tipo toll, e reconhecem padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPS), o resultado desse reconhecimento, resulta numa cascata de eventos que 

promove liberação de citocinas como interleucina 1 (IL 1) e fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), que promovem uma serie de reações, que resultam na migração de leucócitos para o 

local da lesão. (TOMAR; DE. 2014) Paralelamente, o sistema imune adaptativo também age 

para potencializar as respostas inatas, onde o papel predominantemente é de linfócitos, que 

respondem a células apresentadoras de antígenos, como também são responsáveis pela 

memoria imunológica mediada por anticorpos (NATOLI; OSTUNI. 2019) 

O sistema imune também tem um importante papel na etiologia da lesão renal e da 

hipertensão (Bagatini et al. 2017).O sistema imune inato é ativado por moléculas associadas 

ao dano celular (DAMPs) gerando citocinas que podem contribuir positivamente para 

inflamação (Strober et al. 2011). O ciclo de ativação imune está relacionado com o aumento 

da produção de ROS e o aumento do risco cardiovascular e renal (Betjes et al 2013, Yatim et 

al 2015). Um estudo realizado por Al-Harbi et al (2019) mostra que a inibição de citocinas 

inflamatórias atenua a lesão renal por sepse em paralela a inibição da NOX2, mostrando a 

importância dessa via na lesão renal induzida pela sepse.  

O micofenolato de mofetila (MMF) é um fármaco imunossupressor que atua inibindo 

a enzima inosina monofosfato desidrogenase, necessária na biossíntese denovo de purinas. 

Este efeito está associado com a inibição da proliferação de linfócitos T e B e seu principal 

uso clinico é em pacientes transplantados, para impedir a rejeição do órgão (RANG et al. 

2015). Seu efeito anti-inflamatório é benéfico na lesão orgânica causada pela sepse, pois 
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diminuiu a infiltração leucocitária, e inibição de citocinas pro-inflamatórias como TNF-α e 

IL-1β (DUREZ et al. 1999; GARGAH, GOUCHA-LOUZIR & LAKHOUA. 2010; 

BEDUSCHI et al. 2013). 

Com base nestas informações, é plausível sugerir a LRA induzida pela sepse, 

juntamente com participação do sistema imune, leva a alterações oxidativas que afetam o 

transporte tubular de Na+ no túbulo proximal, fatores que aumentam o risco do 

desenvolvimento tardio de lesão renal e hipertensão. Dessa forma, investigamos se a LRA 

induzida por sepse promove alterações tardias na atividade da NADPH oxidase e nas ATPases 

transportadoras de Na+ do túbulo proximal que podem contribuir para o aumento dos níveis 

pressóricos. Adicionalmente, investigamos se a imunossupressão prévia a LRA poderia 

atenuar essas alterações e assim demonstrar o papel-chave do sistema imune nesse processo. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 SEPSE 

A Sepse pode ser definida por uma resposta exacerbada do sistema imunológico a 

agentes infecciosos, como bactérias, fungos, vírus e protozoários, sendo considerada uma das 

principais causas de morte em unidades de tratamento intensivo (UTI) (ILAS. 2015). Nos 

Estados Unidos, um estudo feito por Kempker & Martin (2016) mostrou que ocorre 

aproximadamente 300 a 1000 casos de sepse a cada 100.000 pessoas. No Brasil, um estudo 

realizado por Machado et al. (2017) mostrou que 72% dos pacientes que ocupavam leitos de 

UTI apresentavam sepse, que apresenta uma incidência de 420.000 casos por ano, sendo que 

destes, 230.000 morrem no hospital. Em uma perspectiva mundial, estima-se que ocorra 31,5 

milhões de casos de sepse anualmente, ocorrendo aproximadamente 5,3 milhões de mortes 

por ano (FLEISCHMANN et al. 2016).   

Os fatores de risco para sepse estão ligados a predisposição do paciente para infecção 

e a disfunção orgânica se for acometido ao processo infeccioso. Idade, sexo, presença de 

doenças crônicas (como doença pulmonar obstrutiva crônica), câncer, síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS) e o uso de imunossupressores são fatores de risco 

conhecidos (ANGUS & VAN DER POLL, 2013). A prevalência de sepse é maior em crianças 

e idosos do que em outras faixas etárias, é maior em homens em relação às mulheres e maior 

em negros em relação à caucasianos (ANGUS & VAN DER POLL, 2013).  

A fisiopatologia da sepse é complexa, multifatorial e não está totalmente elucidada, 

entretanto, são conhecidas alterações imunológicas no hospedeiro, como ativação de vias pró 

e anti-inflamatórias, além de alterações neuroendócrinas e nos fatores da coagulação que 

levam a hipoperfusão tecidual e disfunção orgânica (ARWYN-JONES & BRENT. 2019). A 

fisiopatologia da sepse envolve o reconhecimento de estruturas microbianas por células do 

sistema imune inato, como os macrófagos e mastócitos, através de receptores de 

conhecimento padrão como os receptores do tipo Toll (TLRs). Esses receptores são capazes 

de reconhecer e se ligar a padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) como o 

lipopolissacarideo (LPS) presente na parede celular de bactérias gram-negativas, bem como 

podem reconhecer padrões moleculares associados ao dano tecidual (DAMPs), que são 

estruturas celulares do hospedeiro que podem surgir no ambiente extracelular, como DNA, 

RNA, e proteínas histonas, que são liberadas durante o dano tecidual (TAKEUCHI & 

AKIRA. 2010; CHAN et al. 2012). A ligação dessas estruturas com o receptor, inicia uma 

cascata de sinalização intracelular, resultando na ativação de fatores de transcrição como o 
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NFκB, e proteína ativadora 1 (AP-1), ativando genes envolvidos na resposta inflamatória, 

resultando na formação de citocinas pró inflamatórias, como interleucina 6 (IL-6), 

interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral α TNF-α, fatores de coagulação, e substâncias 

vasoativas como oxido nítrico (ARWYN-JONES & BRENT. 2019). Adicionalmente, ocorre a 

expressão de moléculas de adesão no endotélio vascular, como a molécula de adesão 

intercelular 1 (ICAM-1), e a molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1), que 

contribuem  para que leucócitos polimorfonucleares, tais como neutrófilo ou eosinófilo 

migrem para o foco de infecção, que juntamente com outros tipos de célula, como 

macrófagos, realizam fagocitose de patógenos no tecido infectado (ARWYN-JONES & 

BRENT. 2019). Concomitante ao status inflamatório exacerbado, também é recorrente a 

alterações no sistema de coagulação, onde prevalece o papel pró-coagulante, em detrimento 

da atenuação de proteínas anticoagulantes, podendo levar ao quadro de coagulação 

intravascular disseminada (CIVD) (ANGUS & VAN DER POLL. 2013).  

Na sepse, também é conhecido o papel da resposta anti-inflamatória, que ocorre como 

um mecanismo compensatório a resposta inflamatória exacerbada (ANGUS & VAN DER 

POLL. 2013). Nessa situação, os fagócitos, mudam para um fenótipo anti-inflamatório e  a 

modulação da inflamação ocorre por  mecanismos neuroendócrinos, onde neurônios 

sensoriais aferentes que possuem receptores do tipo TLRs e receptores para interleucina 1 

(IL1) enviam sinais para o tronco cerebral, que por sua vez, ativam vias eferentes que 

culminam com supressão das células imunes na produção de moléculas pró-inflamatórias 

como TNF-α e IL6 (ANDERSSON & TRACEY  et al 2012). O status anti-inflamatória pode 

se tornar um problema, pois, pode levar ao quadro de imunossupressão, levando o indivíduo a 

infecções secundarias, que causa maiores danos em vários órgãos (ANDERSSON & 

TRACEY 2012).  

A disfunção orgânica que ocorre em vários órgãos, é decorrente de múltiplos fatores. 

A lesão endotelial ocorre por mecanismos que envolvem espécies reativas de oxigênio, e 

enzimas líticas liberadas por leucócitos polimorfonucleares aderidos as células endoteliais, 

além disso, ocorre lesão por ação direta do LPS no endotélio, que leva ao aumento da 

permeabilidade vascular, e edema (GOLDENBERG et al 2011). O estresse oxidativo também 

leva a dano mitocondrial, e consequente liberação de macromoléculas, como DNA 

mitocondrial, que no ambiente extracelular pode ativar neutrófilos, e aumentar ainda mais a 

lesão (ZHANG et al 2010). E em paralelo a esses eventos, os órgãos também sofrem por 

hipoperfusão devido a hipotensão e formação de trombos (ANGUS & VAN DER POLL. 

2013). 
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O tratamento da sepse é evidente a importância de se promover ressuscitação 

cardiorrespiratória, como o uso de reposição volêmica e administração de drogas vasoativas, 

controlar a infecção, com antibiótico terapia (CECCONI et al. 2018), como também a 

terapia imunomodulatoria (ANGUS & VAN DER POLL. 2013). Entretanto, o 

desenvolvimento de novas terapias é estritamente necessário, tendo em vista que ainda há alta 

mortalidade nos pacientes com sepse, principalmente devido a lesão renal que ocorre nesses 

pacientes. (CECCONI et al. 2018). 

 

Figura 1: Resumo esquemático das principais alterações pró-inflamatorias e anti-
inflamatorias que ocorre na sepse. Fonte: Angus & Van Der Poll et al. 2013 

 

2.2 LESÃO RENAL INDUZIDA POR SEPSE.  

 
O rim é um dos principais órgãos que são vulneráveis aos efeitos da sepse, podendo 

levar ao quadro de lesão renal aguda (LRA). Os rins são os órgãos responsáveis pela 

manutenção de volume, da filtração do líquido extracelular, também como produção de 

hormônios como eritropoetina e renina. (AIRES, 2008). A LRA é um quadro clínico de 

retenção de resíduos metabólicos nitrogenados na corrente sanguínea que ocorre por uma 

redução na capacidade funcional renal em um curto espaço de tempo. A disfunção renal que 

ocorre na sepse, é responsável pela alta mortalidade em pacientes, e ocorre por diversos 
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fatores, incluindo estresse oxidativo e alteração no fluxo sanguíneo (GOMEZ et al. 2014). 

Daher et al. (2008) mostraram que de 722 pacientes internados em UTI para doenças 

infecciosas, 17,7% apresentavam LRA, enquanto que em outro estudo realizado por Bagshaw 

et al. (2009) foi mostrado que mais de 60% de pacientes adultos com sepse desenvolveram 

LRA. 

Devido as alterações na microcirculação renal, por conta do vasorelaxamento que 

ocorre na sepse, os capilares peritubulares renais, apresentam fluxo sanguíneo lento, além das 

células endoteliais expressarem maior quantidade de ICAM-1 e VCAM-1 (WU et al 2007). A 

consequência disso é a maior exposição das células endoteliais e tubulares renais, a citocinas 

secretadas por leucócitos ativados, como também a PAMPs e DAMPs. Tais marcadores 

inflamatórios, também podem ser filtrados pelos glomérulos e reconhecidos por células 

tubulares renais através de um mecanismo dependente de receptores TLR-4, que tem sua 

expressão aumentada na sepse (EL‐ACHKAR et al 2008), e que estão presentes na membrana 

apical e basolateral, como também no citoplasma das células tubulares renais 

(GOOD,GEORGE & WATTS et al. 2009). O reconhecimento do LPS, se inicia nas células 

do segmento S1 do túbulo proximal, levando a um aumento do estresse oxidativo em células 

adjacentes (seguimentos S2 e S3) (KALAKECHE et al. 2011). Além disso, também há 

evidencias que mostram que o LPS destrói as zônulas de oclusão entre as células tubulares 

renais, fazendo com que haja perda da integridade e polaridade do epitélio tubular (ZHENG et 

al 2018). 

Durante a sepse, devido a disfunção microvascular, as células epiteliais tubulares 

acionam mecanismos adaptativos com o objetivo de minimizar o gasto energético da célula e 

manter a sobrevivência celular. Porém, mesmo com a viabilidade celular preservada, há 

prejuízo na sua função (GOMEZ et al. 2014). Um estudo realizado por Good, George & 

Watts (2009) mostrou que o LPS pode inibir a absorção de HCO3
-, e que esse efeito é 

mediado pela ativação de receptores TLR4. Em um modelo de sepse grave, foi observado a 

diminuição da expressão do trocador (Na+/H+) em células tubulares renais (SCHMIDT et al. 

2007), bem como em células epiteliais intestinais, através de um mecanismo dependente da 

ativação de receptores TLR2 (CHE et al. 2018). A sepse também já foi correlacionada com 

aumento da excreção fracionada de sódio por diminuição da expressão do co-transportador 

(Na+/K+/2Cl-) e (Na+/K+) ATPase (SCHMIDT et al. 2007). 

As alterações renais observadas na LRA induzida pela sepse podem culminar em 

hipercalemia, acidose metabólica e depleção de volume (FARRAR. 2018; ASKENAZI et al. 

2018). Além disso, a LRA pode progredir para doença renal crônica (DRC) e insuficiência 
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renal crônica, pois mesmo que ocorra a recuperação da função tubular, o dano endotelial pode 

permanecer e induzir fibrose intersticial, disfunção renal progressiva e perda completa da 

função renal (ASKENAZI et al. 2018). Nesse caso, pode ser necessário o uso de terapias de 

substituição renal, como a hemodiálise e a necessidade de transplante renal (FARRAR. 2018).  

 

2.3 LESÃO RENAL AGUDA E  HIPERTENSÃO  
 

Durante a sepse, ocorre a necrose tubular aguda (NTA) causada por lesão direta do 

LPS ou do sistema imune, como também lesão isquêmica das células tubulares devido a 

hipoperfusão tecidual,  neste momento ocorre intensa reabsorção de sódio, com o intuito de 

restaurar o volume intravascular (NUNES et al. 2010), Caso não ocorra recuperação da 

perfusão tecidual, o dano celular se torna irreversível, levando a insuficiência renal, e 

concomitante a esse processo, falha no mecanismo de excreção de sódio (NUNES et al. 

2010). No desbalanço do sódio que ocorre na lesão renal, podemos destacar o papel do 

hormônio antidiurético (ADH) e angiotensina II (ANG II) que podem atuar no aumento da 

pressão arterial, através do aumento da reabsorção de sódio e água, respectivamente, e dessa 

forma promovem o aumento do volume plasmático. ( SANTOS et al. 2012; QIAN et al. 

2018).  

O desbalanço na homeostase do sódio leva ao quadro de hipertensão arterial (HA), que 

possui importante papel na fisiopatologia renal de curso crônico. A hipertensão está 

diretamente relacionada com as disfunções renais, podendo ser a causa ou a consequência 

(BORTOLOTTO. 2008).  A hipertensão arterial é causada pelo aumento do débito cardíaco, e 

da resistência vascular periférica, também é caracterizada por pressão arterial sistólica maior 

ou igual a 140 mmHg, e a diastólica 90 mmHg (7ª Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial, 

2016). Sua patogênese é multifatorial, e durante a insuficiência renal crônica (IRC), está 

associada com a perda progressiva da capacidade do rim de excretar sódio, e 

consequentemente sobrecarga de volume plasmático, aumento de substâncias 

vasoconstrictoras, e diminuição de substâncias vasodilatadoras, como as prostaglandinas e 

oxido nítrico (BORTOLOTTO. 2008; MONHART. 2013; HAWKINS-VAN DER CINGEL 

2019). 

 

2.4 TRANSPORTE TUBULAR DE SODIO 
 

O túbulo proximal é um dos principais segmentos do néfron responsável pela 

homeostase hidroeletrolítico (AIRES, 2008). O túbulo proximal reabsorve cerca de 60% do 
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sódio presente no ultrafiltrado glomerular, sendo realizado principalmente pelo trocador 

Na+H+, mas também através do co-transporte com solutos orgânicos, como glicose e 

aminoácidos, e ânions orgânicos (AIRES, 2008). A energia utilizada para o transporte do 

sódio na membrana luminal, é proveniente do gradiente de sódio entre o lumem do túbulo e o 

interior da célula, gerado pela enzima (Na+/K+)ATPase, presente na membrana basolateral das 

células do túbulo proximal (AIRES, 2008).  

A (Na+/K+) ATPase é uma proteína heterodimérica composta de duas subunidades (α e 

β). Na subunidade α, que  é formada por cerca de 1000 aminoácidos e tem peso molecular de 

aproximadamente 110 kDa. Nessa estrutura são encontrados os sítios de fosforilação, e os 

aminoácidos essenciais para ligação dos cátions. A subunidade β, que possui cerca de 300 

aminoácidos e peso molecular de aproximadamente 50 kDa, possui um único domínio 

transmembrana, e  sua associação com a subunidade α facilita a sua inserção na membrana 

(LIU et al. 2012). É uma enzima da família das ATPases do tipo P, como a (H+/K+)ATPase e 

a (Ca2+)ATPase, que possuem características em comum, como a presença de um resíduo 

aspartil no sítio catalítico que é fosforilado pelo ATP, bem como a existência de dois estados 

conformacionais distintos o E1 e E2, durante o ciclo catalítico (LIU et al. 2012).  

Uma outra ATPase também responsável pela formação do gradiente iônico necessário 

para a reabsorção de sódio é a (Na+)ATPase. Sabe-se a atividade desse transportador é cerca 

de 10 vezes menor do que a (Na+/K+)ATPase, e sua ação está associada ao ajuste fino do 

gradiente de Na+ transmembrana. A (Na+)ATPase é formada por duas subunidades, a α que 

tem o peso molecular de aproximadamente 90 kDa, e a β, com cerca de 50 kDa. Sua atividade 

pode ser inibida pela furosemida, porém, é insensível a ouabaína (ROCAFULL, THOMAS & 

DEL CASTILLO, 2012). 

Sabe-se que o transporte tubular de sódio é um fator importante para a regulação da 

pressão arterial e vários estudos demostram a correlação entre transportadores de sódio e a 

fisiopatogenia da hipertensão. Um estudo realizado por IWAMOTO et al. (2006), mostrou 

que polimorfismos no gene da α-aducina, uma proteína do citoesqueleto que regula a 

atividade da (Na++K+)ATPase, em indíviduos hipertensos. Além disso, situações como lesão 

renal persistente, na doença renal crônica, é observado alteração no balanço de sódio 

acompanhado de redução do ritmo de filtração glomerular, aumento do estresse oxidativo e 

ativação do sistema renina angiotensina (SRA) (SOI & YEE, 2017). Dessa forma, há o 

estabelecimento de um ciclo vicioso, onde a progressão da DRC leva a hipertensão, que por 

sua vez, causa mais dano renal (BASTOS et al 2010; SOI & YEE, 2017). Outro fator 

envolvido no desbalanço de sódio é o SRA e o estresse oxidativo (SOI & YEE, 2017).  A 
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ANG II, promove vasoconstrição das arteríolas glomerulares, diminuindo o fluxo sanguíneo 

renal, além de apresentar ações direta no aumento da reabsorção de sódio (JAITOVICH & 

BERTORELLO. 2010).  

O estresse oxidativo por sua vez, pode atuar estimulando ou atenuando a reabsorção de 

sódio. Um estudo feito por Boldyrev e Kurella (1996), mostrou que a modificação oxidativa 

causa diminuição da atividade da (Na++K+)ATPase, devido as alterações nos grupos 

sulfidrilas da enzima. Em outro estudo, a diminuição causada pelo estresse oxidativo, foi 

observada na (Na++K+) ATPase de cerebelo (PETRUSHANKO et al. 2006). Por outro lado, 

dados do nosso grupo de pesquisa demostram que o estresse oxidativo é responsável pelo 

aumento da atividade da (Na+)ATPase em ratos submetidos ao estresse oxidativo placentário, 

e que tal situação pode predispor a hipertensão arterial (Vieira-Filho et al. 2014). 

 

 

Figura 2: Representação esquematica da (Na+/K+) ATPase. Fonte: Aires, 2008. 

 

 

2.5 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA  
 

O sistema renina angiotensina (SRA), classicamente atua na manutenção da pressão 

arterial (PA) e no balanço hidroeletrolítico (AIRES, 2008). Sua ação clássica tem como 

primeiro componente a renina, que é formada nas células justa glomerulares, e secretada na 

circulação sistêmica. Sua síntese é estimulada pela queda da pressão arterial, ativação do 

nervo simpático renal, e com a redução da concentração de NaCl na macula densa (AIRES, 

2008). A renina atua no seu substrato angiotensinogênio, que é produzido nos hepatócitos, 
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onde é clivado em um decapeptídeo angiotensina I (ANG I), que por sua vez é convertida a 

angiotensina II (ANG II). A conversão de ANG II ocorre de forma sistêmica através da 

presença da enzima conversa de angiotensina I (ECA I) nas celulas endoteliais, como o 

pulmão é um tecido altamente capilarizado, a maior parte da conversão ocorre nos capilares 

pulmonares. A ECA I também age clivando a bradicinina em fragmentos inativos, reduzindo 

sua ação vasodilatadora. Sua ação principal consiste em vaso constrição, e na estimulação da 

reabsorção de sódio, como também na liberação de vasopressina (AIRES, 2008). Por outro 

lado, a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2), cliva a angiotensina II, formando a 

angiotensina 1-7 (ANG 1-7), que possui papel antagônico a angiotensina II (BENIGNI; 

CASSIS; REMUZZI. 2010).  

A angiotensina II age por meio de dois receptores acoplados a proteína G, porém, com 

ações antagônicas. Os receptores de angiotensina do tipo I (AT1R) e receptores de 

angiotensina do tipo II (AT2R) (AIRES, 2008). A ativação do receptor AT1R promove a 

maioria das ações clássicas da angiotensina II, como aumento da pressão arterial, liberação de 

aldosterona, e reabsorção de sódio no túbulo proximal. Efeitos contrários são produzidos com 

a ligação da angiotensina II ao receptor AT2R, que induz vasorelaxamento e natriurese 

(BENIGNI; CASSIS; REMUZZI. 2010). 

Além de suas ações clássicas, a angiotensina II possui ação parácrina em vários 

órgãos, como o rim, coração, e tecido adiposo. Sua ação exacerbada nesses órgãos, pode 

exercer ação pró-inflamatória, estimulando a produção de citocinas e quimiocinas, além de 

possui ação proliferativa, fibrótica e pró-oxidativa (BENIGNI; CASSIS; REMUZZI. 2010). 

Durante a sepse, devido as alterações vasculares que levam o intenso 

vasorelaxamento, há um aumento da secreção de renina pelas células justaglomerulares com 

objetivo de reverter a hipotensão ajustando a pressão arterial, levando ao aumento dos níveis 

plasmáticos de ANG I e ANG II, que, por sua vez, quando elevados estão associados com a 

piora do prognóstico da sepse (CORRÊA, TAKALA, e JAKOB. 2015). Um estudo realizado 

por Doerschug et al. (2010) mostrou que a disfunção microvascular em pacientes com sepse, 

estava associada com a ativação do SRA. Sua ativação excessiva contribui para o aumento do 

estresse oxidativo e da disfunção endotelial, que aumenta a lesão em órgãos como o rim e o 

pulmão. 

Além disso, na sepse também ocorre modulação negativa dos receptores AT1 e AT2 

devido a resposta exacerbada do sistema imune. Um estudo realizado por Bucher et al. 

(2001), mostrou essa regulação negativa em órgãos de ratos com choque séptico, e tais 

alterações podem ocorrer devido a ação de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, 
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interferon γ (IFNγ) e interleucina-1 beta (IL-1β) levando a hipotensão sistêmica, apesar do 

aumento da renina plasmática e da angiotensina II.  

 

 

Figura 3: Resumo esquemático dos componentes do sistema renina angiotensina. Fonte: 

CORRÊA; TAKALA; JAKOB. (2015)   

 

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO 
 

O estresse oxidativo é uma condição celular, onde ocorre um desbalanço entre a 

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

remoção, que ocorre mediante a ação de enzimas antioxidantes (BARBOSA et al. 2010).  

Esse fenômeno ocorre subjacente ao desenvolvimento de diversas patologias, e seu papel na 

está relacionado com a sua interação com várias biomoléculas, como os lipídios da membrana 

celular, polissacarídeos, proteínas e o próprio DNA, resultado em dano celular e tecidual 

(BARBOSA et al. 2010).  

A principal via metabólica do oxigênio, ocorre nas mitocôndrias durante síntese de 

ATP, mediante a enzima citocromo oxidase, que oxida 4 moléculas de citocromo c, e remove 

um elétron de cada uma delas. Esses elétrons são destinados ao oxigênio, que sofre redução 

tetravalente, formando 2 moléculas de agua. No entanto, o oxigênio pode sofrer redução 
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univalente e originar ROS, onde os principais são os radicais superóxido (O2•-), hidroxila 

(OH• ) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (BEDARD & KRAUSE. 2007).  

Além da via mitocondrial, a formação de ROS pode ser proveniente de outras fontes, 

como a ação da enzima citocromo P450, peroxissomos, e pela enzima NADPH  oxidase, 

tendo esta última um importante papel no desenvolvimento de diversas doenças, inclusive nos 

processos de lesão renal aguda e crônica (BEDARD & KRAUSE. 2007). 

Para reduzir os danos causados pelos ROS, a célula dispõe de mecanismos 

antioxidante, que tem como papel, impedir ou atenuar a oxidação. Esses mecanismos podem 

acontecer através de enzimas, como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 

glutationa peroxidase (GPx), que agem impedindo a ação deletéria dos ROS sobre as células 

(BARBOSA et al. 2010). O sistema antioxidante também envolve proteção mediada por 

compostos não-enzimáticos, que podem ser provenientes da dieta, como o ácido ascórbico, o 

α-tocoferol e o β-caroteno, bem como podem ser produzidos endogenamente, como a 

glutationa reduzida (GSH) (BARBOSA et al. 2010).  

As ROS formadas podem desempenhar importantes papeis na fisiologia e 

desenvolvimento, como na formação de matriz extracelular (JIANG et al. 2014), nefrogênese 

(VIEIRA-FILHO et al. 2011), e na modulação do sistema renina angiotensina (ZHONG et al. 

2011), como também em diversas patologias, como nas lesões renais agudas e crônicas 

(RATLIFF et al. 2016) e doença cardíaca (SPADARI et al. 2018).  

2.6.1 Estresse oxidativo pela NADPH oxidase  
 

A NADPH oxidase (NOX) é representada por uma classe de enzimas multiprotéicas 

transmembrana, cujo protótipo é formado pelo citocromo b558 (composto de 2 subunidades, a 

glicoproteína gp91phox/NOX2 e a proteína p22phox) presente na membrana plasmática, e 

que quando ativada, se liga à 3 proteínas presentes no citoplasma (p40phox, p47phox, 

p67phox) e uma pequena GTPase Rac2 (nos neutrófilos) ou Rac1 (nos monócitos) (BEDARD 

& KRAUSE. 2007). A família possui 7 diferentes constituições que variam de acordo com a 

subunidade catalítica: NOX1-5 e DUOX1-2 (BEDARD & KRAUSE., 2007). Sua atividade 

produz superóxido ou peroxido de hidrogênio de um modo dependente de NADPH 

(MAGNANI et al. 2019). 

Sabe-se que a NADPH oxidase é expressa no tecido renal. As isoformas NOX 1, 

NOX2, NOX4 e NOX5 foram observadas em células epiteliais tubulares, de túbulo proximal 

distal e ducto coletor (WOLF et al. 2001; SHIOSE et al. 2001; FUJII, ZHANG & KOSAKA. 

2007), como também em endotélio (ARAUJO et al 2014). Sua atividade em níveis basais é de 
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extrema importância na homeostase renal, pois o superóxido formado, age como sinalizador 

de diversas vias, tendo papel na proliferação e crescimento celular, como também na 

formação de matriz extracelular (JIANG et al 2014).  O dano celular é proveniente quando há 

maior formação de ROS e a defesa antioxidante não consegue suprir a demanda, resultando 

no aumento do estresse oxidativo (RATLIFF et al. 2016). No modelo de lesão renal pela 

adminstração de LPS, foi demonstrado que podócitos de camundongos e de humanos, 

aumentaram a expressão de receptores TLR, como também de NOX 1 e 5, levando ao 

surgimento de estresse oxidativo (HOLTERMAN et al. 2019). Além disso, um estudo 

realizado por Al-Harbi et al. (2019) mostrou que a inibição de citocinas inflamatórias atenua a 

lesão renal por sepse em paralela a inibição da NOX2, mostrando a importância dessa via na 

lesão renal induzida pela sepse. 

 

Figura 4: representação da estrutura da NADPH oxidase e suas subunidades. fonte: Assari, 2006. 
 
 
2.7   SISTEMA IMUNE NA HIPERTENSÃO E LESÃO RENAL  
 

Sabe-se que o sistema imune está envolvido na homeostase e no desenvolvimento da lesão 

renal, bem como na hipertensão arterial. Estudos mostram que existe uma grande população 

leucocitária no rim, composta de células natural killer (NK), linfócitos T CD4+ e T CD8+, e 

tais células estão presentes mesmo no estado saudável do rim, podendo agir no combate a 

patógenos circulantes (TURNER et al. 2018). Entretanto, durante a lesão renal, se observa a 

liberação de DAMPs pelas células tubulares que sofrem apoptose, sendo observado maior 

infiltração de células T e monócitos (TURNER et al. 2018).  
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Estudos mostram que durante a lesão renal terminal, é evidente a infiltração de monócitos 

pró-inflamatórios do tipo CD14+ e CD16+, também como células T CD4+ e CD28+.  Tais 

células também estão associadas ao maior risco cardiovascular, pois estão envolvidas na 

desestabilização de placas ateroscleróticas (BETJES. 2013). Adicionalmente, essas células 

podem participar do desenvolvimento da hipertensão. Estudos em ratos espontaneamente 

hipertensos mostram que a diminuição de células T no timo está associada com o aumento da 

pressão arterial, e que a restauração da função deste órgão é acompanhada de melhora dos 

níveis pressóricos (RODRÍGUEZ-ITURBE et al. 2002). Em  outro trabalho usando a mesma 

linhagem de ratos, foi relatada elevada infiltração de células T CD4+ e CD8+, e que a redução 

do número dessas células também reduz pressão arterial (RODRÍGUEZ-ITURBE et al. 2004).  

O micofenolato de mofetila (MMF) é um fármaco derivado de um antifúngico, que 

após ser metabolizado, é convertido no ácido micofenólico, que inibe a enzima inosina 

monofosfato desidrogenase, enzima necessária na biossíntese (de novo) de purinas. A 

consequência desta inibição, é a redução da proliferação de linfócitos T e B, também como a 

produção de linfócitos T citotóxicos. Seu uso terapêutico ocorre em pacientes recém 

transplantados, com o objetivo de impedir a rejeição de órgão recebido (RANG et al. 2015).  

Diversos estudos mostram o efeito protetor do MMF por mecanismos anti-inflamatórios, por 

diminuição da infiltração leucocitária, inibição dos níveis de TNF-α, oxido nítrico e  IL-1β, 

bem como aumento da produção de interleucina 10 (IL-10) (DUREZ et al. 1999; GARGAH, 

GOUCHA-LOUZIR & LAKHOUA. 2010; BEDUSCHI et al. 2013). O uso do MMF também 

foi associado a redução da hipertensão: a administração de MMF é acompanhada de 

atenuação da hipertensão sistêmica bem como de redução da infiltração de macrófagos, 

linfócitos, do número de células positivas para angiotensina II, e do estresse oxidativo 

(RODRÍGUEZ-ITURBE el al. 2002). Em outro estudo do mesmo autor, o MMF foi capaz de 

impedir a hipertensão em ratos da linhagem sprague dawley sensíveis ao sal juntamente com 

diminuição da infiltração de células T (RODRÍGUEZ-ITURBE el al. 2001). 

 
 

 



 30

3 OBJETIVOS 
 
 

3.1 Geral 
 

Investigar em ratos Wistar a contribuição do sistema imune para o surgimento das 

alterações do transporte de Na+ e estresse oxidativo no túbulo proximal observadas 

tardiamente a lesão renal aguda induzida por sepse. 

 
 
3.2. Específicos 
 

Investigar em ratos Wistar tardiamente a lesão renal aguda induzida pela 

administração de LPS, na presença e na ausência de tratamento prévio com micofenolato de 

mofetila (imunossupressor): 

 

i. Pressão arterial sistólica; 

ii. Marcadores de função renal (depuração de creatinina, concentração sérica de ureia, e 

proteinúria); 

iv. Peroxidação lipídica e níveis de glutationa reduzida no rim e no fígado; 

v.  Atividade da NADPH oxidase no córtex renal;  

v. Atividade da (Na+/K+)ATPase sensível à ouabaína no córtex renal; 

vi. Atividade da (Na+) ATPase sensível à furosemida no córtex renal; 

vii. Expressão do AT1R da angiotensina II, do NF-κB, da IL-6 e do TNF-α no córtex 

renal. 
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5. CONCLUSÕES 
 

Os dados do presente trabalho mostram que a LRA induzida por sepse promove 

alterações tardias do estresse oxidativo renal e do transporte tubular proximal de Na+ que 

podem favorecer o surgimento de lesões crônicas no tecido renal e hipertensão. Além disso, 

os dados sugerem que essas alterações são parcialmente dependentes do sistema imune, o que 

mostra que abordagens imunomoduladoras podem ser fundamentais na terapia da LRA com o 

objetivo de promover menores danos renais e de diminuir os riscos de surgimento de 

hipertensão tardia. 
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RESUMO 

A lesão renal aguda (LRA) induzida por sepse é uma situação clínica que apresenta elevada 
morbidade/mortalidade. Além disso, a LRA per si é um fator de risco para o desenvolvimento 
de lesões renais tardias e hipertensão, mesmo quando há recuperação dos marcadores clínicos 
de função renal após o evento agudo. Essa relação pode ocorrer através de modificações no 
transporte tubular de Na+, elevação do estresse oxidativo e ativação do sistema renina-
angiotensina (SRA). Adicionalmente, tem sido descrito que o sistema imune apresenta um 
papel-chave nos mecanismos de lesão renal. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar 
o impacto tardio da LRA induzida por sepse no SRA, estresse oxidativo e na atividade das 
ATPases transportadoras de Na+ do túbulo proximal, bem como investigar se a 
imunossupressão pela administração de micofenolato de mofetil (MMF) é capaz de atenuar a 
indução dessas alterações em longo prazo. Para isso ratos Wistars (300-350 g, n=16) foram 
submetidos a indução de lesão renal através da administração de LPS (10 mg/kg, sc). Parte 
destes animais (n=8) recebeu dose única do MMF (30 mg/kg, via oral) 24h antes da 
administração do LPS. O grupo controle foi constituído por ratos submetidos a administração 
de NaCl 0,9% (1 ml/kg, sc) na ausência (n=8) e na presença (n=8) da administração prévia de 
MMF. Os ratos foram submetidos a avaliação da função renal e da pressão arterial sistólica 
(PAS), bem como que no córtex renal foram avaliados marcadores de estresse oxidativo, 
atividade das ATPases transportadoras de Na+ e conteúdo proteico do receptor AT1 para 
angiotensina II (AT1R), da subunidade p65 do NFκB e das citocinas inflamatórias TNF-α e 
IL-6. As diferenças entre os grupos experimentais foram analisadas utilizando-se a análise de 
variância de 2-vias seguida pelo teste de Tukey. Nas primeiras 24 horas após administração 
do LPS, em relação ao grupo C, observou-se um pronunciado aumento do fluxo urinário e dos 
níveis séricos de ureia e creatinina. Após 2 semanas, os animais tratados com LPS 
apresentaram marcadores séricos de função renal semelhantes ao grupo controle, enquanto 
que, na 4ª semana pós-LRA, o clearance de creatinina apresentou-se diminuído. No período 
tardio a LRA induzida pelo LPS, também foi observada elevação da PAS, bem como elevação 
da peroxidação lipídica renal em paralelo a um aumento da atividade da NADPH oxidase. 
Além disso, foi observado que o grupo tratado com LPS apresentou alterações opostas na 
atividade das ATPases transportadoras de Na+ no cortex corticis renal: maior a atividade da 
(Na+/K+)ATPase sensível a ouabaína e menor atividade da (Na+)ATPase sensível a 
furosemida. Essas alterações não foram acompanhadas de mudanças no conteúdo proteico 
cortical renal do AT1R, do NFκB ou das citocinas inflamatórias. O tratamento prévio com 
MMF preveniu a elevação aguda dos níveis séricos de creatinina e ureia em resposta ao LPS, 
bem como as alterações tardias no clearance de creatinina, na PAS e no aumento do estresse 
oxidativo renal e atividade da NADPH oxidase. Por outro lado, o MMF aumentou a atividade 
da (Na+/K+)ATPase adicionalmente ao efeito já induzido pelo LPS, enquanto que ele preveniu 
a diminuição da atividade da (Na+)ATPase. Em conjunto, os dados do presente trabalho 
mostram que a LRA induzida por sepse promove alterações tardias do estresse oxidativo renal 
e do transporte tubular proximal de Na+ que podem favorecer o surgimento de lesões crônicas 
no tecido renal e hipertensão, bem como que essas alterações devem ser parcialmente 
dependentes de ativação do sistema imune. 
 

Palavras-chave: ATPases Tubulares, Estresse Oxidativo, Lesão Renal, LPS, Micofenolato de 
mofetila. 
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INTRODUÇÃO 

 

A sepse é considerada uma síndrome clínica com elevado nível de mortalidade e alta 

prevalência em pacientes hospitalizados. Na fisiopatologia da sepse se destaca a inflamação 

sistêmica exacerbada, a hipoperfusão tecidual em diversos órgãos (ILAS. 2015), incluindo o 

rim, onde causa lesão renal aguda (LRA) (DAHER et al. 2008). A LRA ocorre devido 

alterações na microcirculação renal, bem como devido aos danos causados pelo estresse 

oxidativo e inflamação (GOMEZ et al. 2014). Apesar de em muitos casos haver recuperação 

da função renal, a LRA pode predispor a danos tardios que em longo prazo pode predispor a 

disfunção renal progressiva, surgimento de doença renal crônica (DRC) e aumento do risco do 

desenvolvimento de hipertensão arterial (BORTOLOTTO. 2008; ASKENAZI et al. 2018). 

O túbulo proximal é um segmento do néfron de extrema importância para a 

homeostase do Na+, bem como é um dos segmentos mais afetados na LRA induzida por sepse 

(KALAKECHE et al. 2011). A função do túbulo proximal é altamente dependente do 

gradiente de Na+ gerado ATPases transportadoras de Na+ presentes na membrana basolateral: 

a (Na+/K+)ATPase sensível a ouabaina e a Na+-ATPase sensível a furosemida (FÉRAILLE & 

DOUCET 2001; VIEYRA et al. 2016). Devido ao seu papel na homeostase do Na+, alterações 

funcionais do túbulo proximal estão atreladas ao desenvolvimento de hipertensão (ROOS et 

al. 1984; CHIOLERO et al. 2000; WANG et al. 2009; VIEIRA-FILHO et al. 2014; D’ELIA 

et al. 2017). 

O sistema renina angiotensina (SRA) também possui um papel importante no curso 

crônico da lesão renal e no aumento da pressão arterial (DOERSCHUG et al. 2010; SOI & 

YEE, 2017). A ativação exacerbada da via do receptor AT1 (AT1R) é descrita em diversos 

modelos de lesão renal e de hipertensão (NAVAR et al. 2011), e esses efeitos são 

parcialmente atrelados ao aumento da atividade das ATPases transportadoras de Na+ e 

aumento da reabsorção proximal (WANG et al. 2009; JAITOVICH & BERTORELLO. 2010; 

VIEIRA-FILHO et al. 2014). Além disso, a ativação do AT1R também é capaz de modular a 

função celular através do aumento do estresse oxidativo, por induzir a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) mediada pela ativação da NADPH oxidase que também é um 

fator importante na fisiopatologia da lesão renal crônica (BENIGNI; CASSIS; REMUZZI. 

2010).  

O sistema imune também está relacionado com o aumento da produção de ROS e o 

aumento do risco de disfunção cardiovascular e renal (BETJES et al. 2013). Um estudo 
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realizado por Al-Harbi et al (2019) mostra que a inibição de citocinas inflamatórias atenua a 

lesão renal por sepse em paralela a inibição da NOX2, mostrando a importância dessa via na 

lesão renal induzida pela sepse. Além disso, o sistema imune apresenta uma estreita relação 

de co-regulação com o SRA que pode ser fundamental para a lesão tecidual crônica 

(RUDEMILLER et al. 2016). 

Baseado nesses dados, é possível propor que a LRA causada pela sepse aumente o 

risco do surgimento tardio de doença renal crônica e hipertensão, através do estabelecimento 

de alterações funcionais relacionadas à ativação do SRA, inflamação e estresse oxidativo, que 

culminem em alterações no transporte de Na+ mediado pelas ATPases do túbulo proximal. 

Ainda é plausível estabelecermos a hipótese de que o sistema imune esteja delineando essas 

alterações. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto tardio da LRA 

induzida por sepse no SRA, estresse oxidativo e na atividade das ATPases transportadoras de 

Na+ do túbulo proximal, bem como investigar se a imunossupressão pela administração de 

micofenolato de mofetil (MMF) é capaz de atenuar a indução dessas alterações em longo 

prazo. O MMF é um fármaco que possui ação imunossupressora e já possui relatos de efeitos 

protetores nos danos celulares causados pela sepse (DUREZ et al. 1999; GARGAH, 

GOUCHA-LOUZIR & LAKHOUA. 2010; BEDUSCHI et al. 2013). 
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MATERIAIS E METODOS  

 

Animais  

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. Todos os protocolos experimentais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de 

Pernambuco (Processo nº 0066/2018) e conduzido de acordo com as diretrizes do Conselho 

Brasileiro de Experimentação Animal (CONCEA). 

 Ratos adultos (300–350 g, n=16) foram submetidos a um modelo de indução de lesão 

renal através da administração de lipopolissacarídeo (LPS) obtido de E. coli (10 mg/kg de 

peso corpóreo, via subcutânea). Parte desses animais (n=8) recebeu um tratamento em dose 

única do imunossupressor micofenolato de mofetil (grupo LM; 30 mg/kg de peso corpóreo, 

via oral) 24 horas antes da administração do LPS ou solução de NaCl 0,9% (1 ml/kg, sc) 

(grupo L). A dose do micofenolato mofetil sugerida é capaz de prevenir a infiltração de 

macrófagos e a fibrose renal induzida pela isquemia/reperfusão (JIANG et al., 2012). O grupo 

Controle foi constituído por ratos submetidos a administração de NaCl 0,9% (1 ml/kg de peso 

corpóreo, via subcutânea), também na ausência (Grupo C, n=8) e na presença (grupo CM, 

n=8) de administração prévia de micofenolato de mofetila. Imediatamente após a indução da 

LRA, os ratos foram alocados em gaiolas metabólicas por um período de 24 horas. O mesmo 

procedimento foi realizado após 2 e 4 semanas da administração de LPS e foram submetidos a 

avaliação da pressão arterial sistólica. Finalmente, os ratos foram anestesiados (cetamina e 

xilazina, 80 e 10 mg/kg de peso corpóreo, respectivamente) e foi realizada a coleta dos rins e 

uma amostra do fígado. Os ratos sofreram exsanguinação enquanto ainda estavam sob 

anestesia. Uma fração do córtex renal e do tecido hepático foi mantida em banho-de-gelo para 

avaliação da peroxidação lipídica e níveis de glutationa reduzida. Da parte remanescente do 

tecido renal foi separada a região cortical que foi imediatamente congelada por imersão em 

nitrogênio líquido e armazenada a -80ºC. Estas amostras do tecido renal foi destinada a 

obtenção de homogenato do córtex renal e isolamento do cortex corticis com o auxílio de 

micrótomo manual. 
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Avaliação de parâmetros metabólicos, função renal e pressão arterial sistólica 

Os ratos foram alocados em gaiolas metabólicas por 24 horas onde o volume de urina, 

consumido hídrico e consumo de ração foram mensurados. Ao término do período, os animais 

foram submetidos a coleta de amostra sanguínea a partir da veia caudal. Os níveis séricos e 

urinários de creatinina e os níveis séricos de ureia foram avaliados através de sistemas 

comerciais de ensaios colorimétricos (Labtest, Lagoa Santa, Brasil). A excreção urinária de 

proteína foi avaliada a partir da dosagem de proteínas totais na urina através do método de 

folin fenol (LOWRY, 1951).  

A pressão arterial sistólica (PAS) foi avaliada através de método indireto em animais 

acordados, através de pletismografia da cauda (IITC Life Science B60-7/16, Life Science 

Instruments, Woodland Hills, EUA). Previamente a aquisição dos dados, os animais foram 

submetidos, por três dias consecutivos aos mesmos procedimentos experimentais para que 

ocorresse adaptação. Os animais foram colocados em um compartimento que limitava seus 

movimentos e foi acoplado um sensor de pulso ao redor de sua cauda. Em seguida, os animais 

foram mantidos em um ambiente aquecido a temperatura de 34°C por um período de 15–25 

minutos para em seguida cinco medidas da PAS serem captadas sequencialmente.  

Avaliação do estresse oxidativo 

O estresse oxidativo foi avaliado através da análise da peroxidação lipídica e dos 

níveis de glutationa reduzida (GSH) em amostras de córtex renal e fígado. Amostras dos 

tecidos foram homogeneizadas em solução 150 mM de KCl e 3 mM de ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA) mantida em banho-de-gelo. A avaliação da peroxidação lipídica foi 

realizada pela mensuração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS, do inglês  

thiobarbituric acid reactive substances), de acordo com Ohkawa et al. (1979). Os níveis de 

GSH foram determinados através da mensuração de grupamentos sulfidrilas não-protéicos 

(SEDLAK & LINDSAY, 1968). Ambos resultados foram corrigidos pela concentração de 

proteína do homogenato. 

 

Avaliação dos ânions superóxido e atividade da NADPH oxidase 

Os ânions superóxidos e a atividade da NADPH oxidase foram avaliados por 

quimiluminescência derivada da lucigenina. Amostras de córtex renal foram homogeneizadas 

em uma solução em banho de gelo contendo 50 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 1 mM de 

EDTA, 1% de Triton X-100, 1% de desoxicolato de sódio, 0,1% de dodecil sulfato de sódio 

(SDS), suplementado com inibidor de protease (AEBSF 2 mM, EDTA 1 mM, Bestatin 130 

µM, E-64 14 µM, Leupeptina 1 µM, Aprotinina 0,3 µM). As amostras foram centrifugadas a 
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12.000 g durante 12 min a 4ºC e o sobrenadante (1 mg/ml de proteina) foi pré-incubado a 37º 

C num meio de reação contendo solução salina tamponada com fosfato (PBS, 0,02 M, pH 7,4) 

e 100 mM de NADPH. Em seguida, a lucigenina foi adicionada (10 μM) e a luminescência 

foi avaliada em 10 medidas de três segundos, com intervalo de 30 segundos entre si a 37°C 

(Varioskan Flash, Thermo Scientific, Loughborough, Reino Unido). O resultado final foi 

apresentado como a soma da luminescência obtida nas 10 medições e expressa como as 

unidades relativas de luz (RLU) corrigidas pela quantidade de proteína na amostra. A 

luminescência avaliada na ausência de NADPH foi representativa da produção basal de 

ânions superóxidos. 

 

Atividade das ATPases transportadoras de Na+ do túbulo proximal 

As atividades da ATPase transportadoras de Na+ foram avaliadas de acordo com o 

método descrito por Grubmeyer e Penefsky (1981) em amostras do cortex corticis. A 

atividade (Na+/K+)ATPase nas amostras (0,1 mg/mL) foi calculada a partir da diferença de 

fosfato inorgânico (Pi) liberado na ausência e presença de ouabaína 2 mM, em um meio de 

reação composto de 50 mM de bis-Tris-propano (pH 7,4), 0,2 mM de EDTA, 5 mM de MgCl2 

e 120 mM de NaCl. A reação de hidrólise foi iniciada pela adição de ATP (5 mM) e KCl (24 

mM), e parada após 20 min pela adição de carvão ativado diluído em HCl 0,1 M. A atividade 

da Na+-ATPase nas amostras (0,5 mg/mL) foi calculada a partir da diferença de Pi liberado na 

ausência e presença de furosemida 2 mM, ambos na presença de ouabaína 2 mM, em meio de 

reação contendo 20 mM de HEPES-Tris (pH 7,0), 10 mM de MgCl2 e 120 mM de NaCl. A 

reação de hidrólise foi iniciada pela adição de ATP (5mM) e parada após 20 min pela adição 

carvão ativado diluído em HCl 0,1 M. O Pi liberado foi mensurado espectrofotometricamente 

(620 nm) numa alíquota do sobrenadante obtido após centrifugação da suspensão de carvão, a 

1.500 g por 5 min. 

 

SDS-PAGE e Western Blotting 

O conteúdo proteico do AT1R, NFκB, TNF- e IL-6 em amostras de cortex corticis foi 

estimado através imunodetecção pela técnica de Western Blotting. As proteínas (80 µg) do 

homogenato foram separadas utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 

SDS, e transferidas a uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, G&E Healthcare). Após 

o bloqueio de sítios de ligação não-específica (leite desnatado 5%), as membranas de 

nitrocelulose foram incubadas com o anticorpo primário desejado. Em seguida, as membranas 
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foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundário conjugado a peroxidase. As imuno-

marcações foram visualizadas através de quimioluminescência (ECL Prime Reagent, G&E 

Healthcare) captada com o auxílio de um sistema fotodocumentador (Chemidoc MP, BioRad). 

A densitometria óptica da imuno-marcações dos blots foram avaliadas através de um 

programa de computador (ImageLab, BioRad). A proteínas-alvo tiveram sua quantificação 

normalizada de acordo com o conteúdo de β-actina. 

Os anticorpos primários foram: anti-AT1R, diluição 1:500 (sc-57036; Santa-Cruz 

Biotechnologies, Dallas, EUA); anti-NFκB, diluição 1:500 (sc-8008; Santa-Cruz 

Biotechnologies); anti-interleucina-6, diluição 1:500 (IM-0407; Imuny Biotechnology, 

Campinas, Brasil); anti-TNF-α, diluição 1:1000 (IM-0406; Imuny Biotechnology); e anti-β-

actina, diluição 1:5000 (sc-47778; Santa-Cruz Biotechnologies). 

 

Análise estatística 

Os resultados são apresentados como médias ± Erro Padrão da Média (EPM). 

Primeiramente, foi avaliado se a distribuição dos dados de cada parâmetro era normal pelo 

teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Considerando a distribuição normal dos dados, a 

diferença entre os grupos foi analisada usando a análise de variância de duas-vias seguida do 

teste de Tukey. As diferenças entre médias foram consideradas significativas para P<0,05. A 

análise estatística e o desenho das figuras foram realizados usando o software GraphPad 

Prism 6 (versão 6.01, GraphPad Software, Inc.). 
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RESULTADOS 

  

Parâmetros metabólicos gerais, marcadores de função renal e PAS  

Os parâmetros metabólicos gerais e os dados de marcadores de função e lesão renal 

dos ratos após 24h da administração de LPS são apresentados na Tabela 1. Após 24 horas da 

administração do LPS, o peso corporal não foi diferente entre os grupos experimentais, no 

entanto, foi observado que os ratos tratados com LPS (grupo L e LM) apresentaram 

diminuição na ingestão de alimento: o consumo dietético dos grupos L e LM foi cerca de 40% 

menor (P<0,001) do que os grupos C e CM, respectivamente. A administração do LPS não 

promoveu alteração do consumo hídrico entre os grupos, contudo o grupo L apresentou 

diurese 35% maior (P<0,05) em comparação ao grupo C. Por outro lado, a diurese não foi 

estatisticamente diferente entre os grupos C, CM e LM. 

Os marcadores funcionais renais avaliados após 24 horas da administração de LPS 

confirmam a indução de LRA. Os ratos que receberam a administração de LPS apresentaram 

níveis séricos de creatinina e ureia cerca de 20% maiores (P<0,05) do que o grupo C, bem 

como apresentaram redução (23%; P<0,01) do clearance de creatinina. Por outro lado, o 

tratamento com MMF preveniu as alterações nos níveis séricos de creatinina e ureia induzidas 

pela administração de LPS, ou seja, o grupo LM apresentou valores séricos de creatinina e 

ureia inferiores (P<0,01) e clearance de creatinina superior (P<0,001) ao grupo L. Além disso, 

esses parâmetros não foram estatisticamente diferentes entre os grupos C, CM e LM. Também 

não foi encontrada diferença estatisticamente significativa na proteinúria entre os grupos 

experimentais.  

Duas semanas após a administração do LPS, não houve diferença estatística nos 

parâmetros metabólicos e funcionais renais entre os grupos experimentais (Tabela 2), 

contudo, podemos observar que a PAS do grupo LM foi suavemente inferior (5%, P<0,05) em 

relação a do grupo L (Figura 1A).  

Por outro lado, após 4 semanas da indução de LRA (Tabela 3), os animais do grupo L 

apresentaram maior diurese (24%; P<0,05) do que o grupo C, bem como apresentaram 

novamente maiores níveis séricos de creatinina (24%; P<0,01) e menor clearence de 

creatinina (23%; P<0,01). Também foi observado aumento de cerca de 7 mmHg (P<0,01) na 

PAS do grupo L em comparação ao grupo C (Figura 1B). Essas diferenças estatísticas não 

ocorreram entre o grupo C e os ratos LPS que tiveram tratamento prévio com MMF. 
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Estresse oxidativo renal e hepático 

O estresse oxidativo nos grupos experimentais foi investigado pela avaliação da 

peroxidação lipídica e dos níveis de glutationa reduzida no fígado e no córtex renal, bem 

como pela produção de ânions superóxido e a atividade da enzima NADPH oxidase no córtex 

do tecido renal após 4 semanas da indução da LRA (Figuras 2-4).  

A administração de LPS induziu um importante aumento (44%; P<0,001) na 

peroxidação lipídica no tecido renal em relação ao grupo C (P<0,001), enquanto que essa 

alteração não foi observada nos ratos que foram previamente tratados MMF que apresentaram 

peroxidação lipídica renal cerca de 30% inferior (P<0,001) ao grupo C (Figura 2A). Apesar da 

administração de LPS ter apresentado um impacto tardio na peroxidação lipídica renal, não 

foram observadas diferenças estatísticas na peroxidação lipídica hepática entre os grupos 

(Figura 2B). A administração de LPS também não foi capaz de alterar os níveis de GSH no 

rim e no fígado (Figura 3). Por outro lado, o tratamento prévio com MMF resultou em um 

aumento (24%; P<0,05) dos níveis renais de GSH nos animais Controle (CM vs C). 

No córtex renal, os níveis basais de ânions superóxido também foi aumentado em 

cerca de 50% (P<0,05) no grupo que recebeu a administração do LPS  em relação ao grupo C, 

enquanto que, no córtex renal do grupo LM, os níveis basais de ânions superóxido não foi 

estatisticamente diferente deste último (Figura 4A). A atividade da NADPH oxidase também 

foi maior (38%; P<0,01) nos ratos L em relação ao grupo C, e esse efeito foi completamente 

prevenido pelo tratamento prévio com MMF (LM < L; P<0,001) (Figura 4B). O tratamento 

com MMF não induziu diferenças estatisticamente significantes nos níveis basais de ânions 

superóxido e na atividade da NADPH oxidase do grupo controle.  

 

Transporte tubular proximal de Na+ dependente de ATP 

No cortex corticis renal também foi avaliada a atividade das ATPases transportadoras 

de Na+ responsáveis pela geração do gradiente eletroquímico para reabsorção de diversos 

componentes do ultrafiltrado glomerular (Figura 5). A atividade da (Na++K+)ATPase sensível 

à ouabaína foi cerca de 50% maior (P<0,01) nos animais submetidos a administração de LPS 

em relação ao grupo controle. Os animais que receberam tratamento com MMF apresentaram 

aumento da atividade deste transportador em relação aos grupos sem tratamento: o grupo CM 

apresentou atividade 40% maior (P<0,05) do que o grupo C, enquanto que o grupo LM 

apresentou atividade 25% maior (P<0,05) do que os ratos L.  

Ao se avaliar o impacto tardio da LRA na atividade da (Na+)-ATPase sensível à 

furosemida, foi observado que o grupo L apresentou atividade do transportador cerca de 40% 
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menor (P<0,01) que o grupo C (P <0.01) (Figura 5B). Por outro lado, o grupo LPS tratado 

com MMF não apresentou diferença estatisticamente significante em relação ao grupo C. 

 

Imunodetecção do receptor AT1R e mediadores inflamatórios 

Simultaneamente a avaliação do estresse oxidativo renal e da atividade das ATPases 

transportadoras de Na+, foi avaliada a presença de alterações no conteúdo proteico no cortex 

corticis de vias de sinalização do SRA e inflamação que podem afetar esses parâmetros: 

AT1R, p65 NFκB, TNF- e IL-6 (Figura 6). O tratamento com LPS não afetou o conteúdo de 

nenhuma das proteínas estudadas no cortex corticis em relação ao grupo Controle. Ao se 

avaliar o efeito do MMF, observa-se que o grupo CM apresentou maiores (61%; P<0,05) 

níveis proteicos de IL-6 do que o grupo C, bem como o grupo LM apresentou conteúdo 

proteico do AT1R mais de 40% maior (P<0,05) do que os grupos L e CM.  
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DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho, foi observado que a LRA induzida por sepse em ratos induziu elevação 

tardia da pressão arterial e diminuição do clearance de creatinina e que a imunossupressão 

prévia a indução da LRA protegeu o surgimento dessas alterações. Além disso, também foi 

observada elevação tardia do estresse oxidativo renal, elevação da atividade da NADPH 

oxidase e a presença de alterações funcionais das ATPases transportadoras de Na+ no córtex, 

alterações que podem ser importantes para etiologia da hipertensão. A sepse é uma situação 

clínica de elevada incidência, onde é estimado que mundialmente ocorra 31,5 milhões de 

casos de sepse por ano, levando a aproximadamente 5,3 milhões de mortes por ano 

(FLEISCHMANN et al. 2016). O surgimento de LRA é um dos principais fatores de aumento 

de risco de morte em pacientes com sepse, bem como, a LRA também está envolvida com o 

aumento de risco tardio de desenvolvimento de DRC e hipertensão (COCA et al. 2012; 

JONES et al. 2012; SAWHNEY et al. 2017).  

No presente estudo, foi observado que os animais que receberam administração de 

LPS, nas primeiras 24 horas, apresentaram redução do consumo alimentar que pode ser 

explicada por sintomas iniciais presentes na sepse como alterações na modulação da 

temperatura, confusão mental, astenia e letargia (ILAS. 2015). Também foi observado 

aumento da diurese no grupo experimental que recebeu LPS, situação que já foi relatada em 

outros estudos que avaliam os efeitos da sepse, juntamente com maior excreção de Na+ 

(SCHMIDT et al. 2007; GOOD,GEORGE & WATTS et al. 2009; SALEH. 2014).  

 O aumento da ureia e creatinina sérica e a diminuição do clearence de creatinina nas 

primeiras 24 hora após a administração de LPS confirmou o estabelecimento de LRA. Por 

outro lado, o tratamento com MMF foi efetivo na prevenção do surgimento dessas alterações, 

o que indica a participação do sistema imune na disfunção renal causada pela sepse. A ação 

do MMF resulta na diminuição de linfócitos T e B circulantes por impedir sua proliferação e 

seu principal uso ocorre em pacientes transplantados (RANG et al. 2015). Contudo, já foi 

demonstrado que o MMF inibi a infiltração leucocitária, a expressão de interleucina 1β (IL 

1β) e TNF-α no pulmão de ratos submetidos a sepse por administração de LPS (BEDUSCHI 

et al. 2013). O efeito inibidor do MMF nos níveis de citocinas inflamatórias também já foi 

relatado no soro de camundongos submetidos a sepse (DUREZ et al. 1999). Na função renal, 

o efeito protetor renal do MMF já é descrito na glomerulonefrite induzida por lupus 

(GARGAH, GOUCHA-LOUZIR & LAKHOUA. 2010).  
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 Sabe-se que após um episódio de LRA, os parâmetros clínicos que avaliam a função 

renal podem voltar ao normal posteriormente à doença. No entanto, devido à lesão pré-

existente e não totalmente recuperada, a LRA aumenta o risco de doença renal progressiva 

tardia e hipertensão (COCA et al. 2012; HEUNG et al. 2012; JONES et al. 2012; SAWHNEY 

et al. 2017). Após 2 semanas da administração do LPS, os níveis séricos de creatinina e o 

clearance de creatinina indicaram a recuperação da função renal pós LRA. Contudo, após 4 

semanas, o grupo LPS novamente apresentou a elevação da creatinina sérica e diminuição do 

clearance de creatinina, indicando a presença de disfunção renal. Além disso, também foi 

observada elevação da pressão arterial tardia a LRA. Da mesma forma que o MMF preveniu o 

surgimento das alterações agudas induzidas pelo LPS, ele também impediu o surgimento 

dessas mudanças tardias, o que sugere que o papel-chave do sistema imune nesse fenômeno. 

 Em nosso estudo, além do aumento da creatinina sérica e da PAS às 4 semanas, 

ocorreu concomitantemente o aumento do estresse oxidativo renal, evidenciado pelo aumento 

dos níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), como também pelo aumento 

dos níveis de ânions superóxido. O estresse oxidativo possui importante papel na progressão e 

desenvolvimento da lesão renal para um quadro crônico, pois pode causar a apoptose celular 

através da estimulação da transcrição de genes que possuem papel na apoptose celular tais 

como os genes da família foxO e do NFkB (SMALL et al. 2012). Além disso, o aumento de 

superóxido também pode estimular a formação de fibrose por interagir com a citocina pró 

fibrótica TGF-β (JIANG et al. 2014). O efeito tardio do estresse oxidativo renal 

aparentemente ocorre por mecanismo intrínsecos ao órgão uma vez que não foram observadas 

alterações da peroxidação lipídica hepática, um importante marcador do status oxidativo 

sistêmica (CONTRERAS-ZENTELLA et al. 2016). 

As mudanças no status oxidativo renal foram evitadas pelo tratamento com MMF. 

Sabe-se que a inflamação contribui para progressão da lesão renal parcialmente através de 

efeitos oxidativos, e o MMF apresenta efeitos anti-inflamatórios por inibir a síntese de DNA 

em linfócitos T e B e em monócitos, o que leva a redução do número dessas células na 

circulação sanguínea (ALLISON & EUGUI, 1996). O status inflamatório causado pela sepse 

induz a produção de citocinas pró-inflamatórias como a IL-6 e TNF-α, secretadas por 

linfócitos T e macrófagos, respectivamente (SILVERSTEIN. 2009). Tais moléculas 

promovem o aumento de moléculas de adesão no endotélio dos capilares glomerulares, 

colaborando na adesão de linfócitos T ativados e monócitos, colaborando para a migração 

destes para o interstício e indução da lesão renal (SILVERSTEIN. 2009). No presente estudo, 

não foram observadas diferenças no conteúdo renal de IL-6 e TNF-, bem como não foram 
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observadas alterações do conteúdo proteico do sinalizados intracelular pró-inflamatório 

NFkB. Esse achado não nos permite atribuir a participação desses mediadores inflamatórios 

na manutenção da disfunção renal e estresse oxidativo em longo prazo, contudo não podemos 

excluir a possibilidade que esses fatores tenham participado de lesões agudas durante a 

exposição ao LPS que foram prevenidas pelo efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores 

do MMF. Por outro lado, a ativação da NADPH oxidase tardia ao LPS deve representar um 

mecanismo importante para manutenção da disfunção renal e dos níveis pressóricos 

aumentados (COWLEY et al. 2015).  

A predisposição renal ao desenvolvimento de lesões tardias à LRA ocorre 

parcialmente em virtude de recuperação inapropriada da função epitelial tubular (BASILE et 

al. 2016). Ao avaliarmos o transporte tubular de sódio, observamos que após 4 semanas, 

houve alterações causadas pelo LPS, onde foi evidenciado o aumento da atividade da (Na+/ 

K+)ATPase e diminuição da Na+-ATPase. O aumento da atividade da (Na+/K+)ATPase pode 

ser proposto pela estimulação direta do estresse oxidativo mediado pela NADPH oxidase 

(COWLEY et al. 2015). Além disso, nesse trabalho, a alteração da função desse transportador 

não pode ser atribuída a um aumento do conteúdo do AT1R no tecido renal, contudo não 

podemos excluir a participação do SRA nesse processo, uma vez que os efeitos do SRA 

podem ser modulados através da regulação de outros componentes (YANG & XU, 2017). 

A reabsorção proximal de Na+ é fundamental na regulação da homeostase do Na+ e no 

estabelecimento de hipertensão. A regulação do transporte luminal de Na+ coordenado com a 

diminuição da atividade da (Na+/K+)ATPase são respostas importantes na natriurese 

pressórica (ZHANG et al. 1999, IVY; BAILEY. 2014), efeito que não parece ocorrer nos 

animais submetidos ao tratamento com LPS. Por outro lado, a diminuição da atividade da 

(Na+)ATPase retrata um possível mecanismo compensatório ao aumento da atividade da 

(Na+/K+)ATPase e ao aumento dos níveis pressóricos (CARUSO-NEVES et al. 2001; 

CORTES et al. 2018; VIEYRA et al. 2016). 

Curiosamente, foi observado que o tratamento prévio com MMF foi capaz de 

aumentar a atividade da (Na+/K+)ATPase tanto no grupo Controle quanto nos animais que 

foram submetidos a administração de LPS. Além disso, o grupo LPS que foi tratado com 

MMF apresentou maiores níveis proteicos do AT1R. Ainda é precoce sugerir qual seria o 

impacto dessas alterações tardias a administração do MMF, contudo já tem sido descrito na 

literatura que esse fármaco não apresenta efeitos anti-hipertensivos ou nefrotóxicos 

(MORALES, 2002). 
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Resumidamente, os dados do presente trabalho mostram que a LRA induzida por 

sepse promove alterações tardias do estresse oxidativo renal e do transporte tubular proximal 

de Na+ que podem favorecer o surgimento de lesões crônicas no tecido renal e hipertensão. 

Além disso, os dados sugerem que essas alterações são parcialmente dependentes do sistema 

imune, o que mostra que abordagens imunomoduladoras podem ser fundamentais na terapia 

da LRA com o objetivo de promover menores danos renais e de diminuir os riscos de 

surgimento de hipertensão tardia. 
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TABELAS 

 

Tabela 1. Dados metabólicos e funcionais após 24 horas da administração do 

lipopolissacarídeo (LPS) 

 C L CM LM 

Peso corpóreo (g) 367 ± 15  376 ± 15 353 ± 10 356 ± 11 

Consumo dietético 

(g/100 g) 

6,6 ± 0,1 4,1 ± 0,4*** 6,2 ± 0,2††† 3,9 ± 0,3‡‡‡ 

Consumo de água 

(mL/100 g) 

10,9 ± 0,9 8,9 ± 0,8 11,1 ± 0,7 9,4 ± 0,5 

Diurese (mL/100 g) 3,7 ± 0,2 5,7 ± 0,4* 3,9 ± 0,3 4,9 ± 0,9 

Creatinina sérica 

(mg/dL) 

0,52 ± 0,02 0,67 ± 0,05* 0,51 ± 0,01†† 0,49 ± 0,01†† 

Ureia sérica (mg/dL) 43,1 ± 1,7 54,7 ± 1,5*** 44,6 ± 1,9†† 41,4 ± 1,7††† 

Clearance de 

Creatinina (mL/100 g 

por 24 h) 

0,53 ± 0,02 0,41 ± 0,02** 0,55 ± 0,02†† 0,59 ± 0,02††† 

Proteinúria (mg/100 g 

por 24 h) 

44,4 ± 3,2 45,2 ± 3,3 47,7 ± 2,7 39,7 ± 3,6 

Dados estão apresentados como média ± EPM. C (n=8): ratos submetidos a administração de 

solução NaCl 0,9% (1mL/kg de peso corpóreo, s.c.); L (n=8): ratos submetidos a 

administração de LPS (10 mg/kg de peso corpóreo, s.c.); CM (n=8): ratos submetidos a 

administração de solução NaCl 0,9% previamente tratados com micofenolato de mofetila (30 

mg/kg de peso corpóreo, p.o.); LM (n=8): ratos submetidos a administração de LPS 

previamente tratados com micofenolato de mofetila. As médias dos grupos foram 

comparadas utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.  *P<0,05, 

**P<0,01 e *** P<0,001 vs. C; ††P<0,01 e  †††P<0,001 vs. L; e ‡‡‡P<0,001 vs. CM. 
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Tabela 2. Dados metabólicos e funcionais após 2 semanas da administração do LPS 

 C L CM LM 

Peso corpóreo (g) 395 ± 15 397 ± 15 385 ± 11 375 ± 11 

Consumo dietético 

(g/100 g) 

5,8 ± 0,9 6,9 ± 0,3 6,2 ± 0,1 7,2 ± 0,3 

Consumo de água 

(mL/100 g) 

11,4 ± 0,7 12,3 ± 0,5 10,6 ± 0,7 10,3 ± 1,6 

Diurese (mL/100 g) 3,7 ± 0,3 4,8 ± 0,7 4,0 ± 0,4 4,5 ± 0,4 

Creatinina sérica 

(mg/dL) 

0,43 ± 0,02 0,46 ± 0,02 0,44 ± 0,03 0,44 ± 0,01 

Ureia sérica (mg/dL) 46,5 ± 0,09 49,0 ± 1,9  47,5 ± 1,2 50,8 ± 1,2 

Clearance de Creatinina 

(mL/100 g por 24 h) 

0,51 ± 0,04 0,51 ± 0,03 0,51 ± 0,04 0,49 ± 0,04 

Proteinúria (mg/100 g 

por 24 h) 

43,2 ± 3,9  39,9 ± 4,0 37,1 ± 2,1 47,9 ± 3,3 

Dados estão apresentados como média ± EPM. C (n=8): ratos submetidos a administração de 

solução NaCl 0,9% (1mL/kg de peso corpóreo, s.c.); L (n=8): ratos submetidos a 

administração de LPS (10 mg/kg de peso corpóreo, s.c.); CM (n=8): ratos submetidos a 

administração de solução NaCl 0,9% previamente tratados com micofenolato de mofetila (30 

mg/kg de peso corpóreo, p.o.); LM (n=8): ratos submetidos a administração de LPS 

previamente tratados com micofenolato de mofetila. As médias dos grupos foram 

comparadas utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.  *P<0,05 

e ** P<0.01 vs. C; †P<0,05,  ††P<0,01 e †††P<0,001vs. L; e  ‡‡P<0,01 vs. CM. 
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Tabela 3. Dados metabólicos e funcionais após 4 semanas da administração do LPS 

 C L CM LM 

Peso corpóreo (g) 405 ± 15 408 ± 14 395 ± 8 394 ± 11 

Consumo dietético 

(g/100 g) 

6,8 ± 0,2 7,3 ± 0,2 5,5 ± 0,3† 7,2 ± 0,4‡ 

Consumo de água 

(mL/100 g) 

11,5 ± 0,4 13,1 ± 0,5 10,9 ± 0,6† 13,0 ± 0,5‡ 

Diurese (mL/100 g) 4,1 ± 0,2 5,4 ± 0,4* 3,9 ± 0,4† 4,6 ± 0,3 

Creatinina sérica 

(mg/dL) 

0,45 ± 0,01 0,59 ± 0,04** 0,45 ± 0,02†† 0,43 ± 0,02††† 

Ureia sérica (mg/dL) 52,2 ± 2,8 47,7 ± 1,2 47,9 ± 2,1 47,0 ± 0,8 

Clearance de 

Creatinina (mL/100 g 

por 24 h) 

0,52 ± 0,05 0,32 ± 0,02** 0,53 ± 0,01†† 0,51 ± 0,04†† 

Proteinúria (mg/100 g 

por 24 h) 

39,3 ± 2,1 37,1 ± 1,5 35,7 ± 3,3 40,4 ± 3,4 

Dados estão apresentados como média ± EPM. C (n=8): ratos submetidos a administração de 

solução NaCl 0,9% (1mL/kg de peso corpóreo, s.c.); L(n=8): ratos submetidos a 

administração de LPS (10 mg/kg de peso corpóreo, s.c.); CM (n=8): ratos submetidos a 

administração de solução NaCl 0,9% previamente tratados com micofenolato de mofetila (30 

mg/kg de peso corpóreo, p.o.); LM (n=8): ratos submetidos a administração de LPS 

previamente tratados com micofenolato de mofetila. As médias dos grupos foram 

comparadas utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.  *P<0,05 

e ** P<0.01 vs. C; †P<0,05,  ††P<0,01 e †††P<0,001vs. L; e  ‡‡P<0,01 vs. CM. 
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FIGURAS E LEGENDAS 
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Figura 1. Pressão arterial sistólica 2 (A) e 4 (B) semanas após administração de LPS.  

Dados estão apresentados como média ± EPM. C (n=8): ratos submetidos a administração de -

solução NaCl 0,9% (1mL/kg de peso corpóreo, s.c.); L (n=8): ratos submetidos a 

administração de LPS (10 mg/kg de peso corpóreo, s.c.); CM (n=8): ratos submetidos a 

administração de solução NaCl 0,9% previamente tratados com micofenolato de mofetila (30 

mg/kg de peso corpóreo, p.o.); LM (n=8): ratos submetidos a administração de LPS 

previamente tratados com micofenolato de mofetila. As médias dos grupos foram comparadas 

utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.  *P<0,05, ** P<0.01 e 

***P<0,001 vs. C; †P<0,05, ††P<0,01 e †††P<0,001vs. L; e  ‡‡P<0,01 vs. CM. 
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Figura 2. Peroxidação lipídica no córtex renal e no fígado 4 semanas após administrão 

do LPS.  Dados estão apresentados como média ± EPM. C (n=8): ratos submetidos a 

administração de solução NaCl 0,9% (1mL/kg de peso corpóreo, s.c.); L (n=8): ratos 

submetidos a administração de LPS (10 mg/kg de peso corpóreo, s.c.); CM (n=8): ratos 

submetidos a administração de solução NaCl 0,9% previamente tratados com micofenolato de 

mofetila (30 mg/kg de peso corpóreo, p.o.); LM (n=8): ratos submetidos a administração de 

LPS previamente tratados com micofenolato de mofetila. As médias dos grupos foram 

comparadas utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.  *P<0,05, 

** P<0.01 e ***P<0,001 vs. C; †P<0,05, ††P<0,01 e †††P<0,001vs. L; e  ‡‡P<0,01 vs. CM. 
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Figura 3. Níveis de glutationa reduzida no córtex renal e no fígado 4 semanas após 

administração de LPS.  Dados estão apresentados como média ± EPM. C (n=8): ratos 

submetidos a administração de solução NaCl 0,9% (1mL/kg de peso corpóreo, s.c.); L (n=8): 

ratos submetidos a administração de LPS (10 mg/kg de peso corpóreo, s.c.); CM (n=8): ratos 

submetidos a administração de solução NaCl 0,9% previamente tratados com micofenolato de 

mofetila (30 mg/kg de peso corpóreo, p.o.); LM(n=8): ratos submetidos a administração de 

LPS previamente tratados com micofenolato de mofetila. As médias dos grupos foram 

comparadas utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.  *P<0,05, 

** P<0.01 e ***P<0,001 vs. C; †P<0,05, ††P<0,01 e †††P<0,001vs. L; e  ‡‡P<0,01 vs. CM. 
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Figura 4. Produção basal de anions superóxido (A) e atividade da NADPH oxidase (B) 4 

semanas após a administração do LPS. Dados estão apresentados como média ± EPM. C 

(n=6): ratos submetidos a administração de solução NaCl 0,9% (1mL/kg de peso corpóreo, 

s.c.); L (n=6): ratos submetidos a administração de LPS (10 mg/kg de peso corpóreo, s.c.); 

CM (n=6): ratos submetidos a administração de solução NaCl 0,9% previamente tratados com 

micofenolato de mofetila (30 mg/kg de peso corpóreo, p.o.); LM (n=6): ratos submetidos a 

administração de LPS previamente tratados com micofenolato de mofetila. As médias dos 

grupos foram comparadas utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido do teste de 

Tukey.  *P<0,05, ** P<0.01 e ***P<0,001 vs. C; †P<0,05, ††P<0,01 e †††P<0,001vs. L; e  

‡‡P<0,01 vs. CM. 
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Figura 5. Transportadores de Na+ dependentes de ATP avaliados no córtex renal 4 

semanas após administração de LPS: (Na++K+)ATPase sensível a ouabaína (A) e (Na+) 

ATPase sensível a furosemida (B). Dados estão apresentados como média ± EPM. C (n=6): 

ratos submetidos a administração de solução NaCl 0,9% (1mL/kg de peso corpóreo, s.c.); L 

(n=6): ratos submetidos a administração de LPS (10 mg/kg de peso corpóreo, s.c.); CM (n=6): 

ratos submetidos a administração de solução NaCl 0,9% previamente tratados com 

micofenolato de mofetila (30 mg/kg de peso corpóreo, p.o.); LM (n=6): ratos submetidos a 

administração de LPS previamente tratados com micofenolato de mofetila. As médias dos 

grupos foram comparadas utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido do teste de 

Tukey.  *P<0,05, ** P<0.01 e ***P<0,001 vs. C; †P<0,05, ††P<0,01 e †††P<0,001vs. L; e  

‡‡P<0,01 vs. CM. 
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Figura 6. Imunodetecção do receptor AT1 da angiotensina II (A), subunidade p65 do 

NFkB (B) Fator de necrose tumoral α (C) e Interleucina 6 (D) no córtex renal 4 semanas 

após administração de LPS.  Dados estão apresentados como média ± EPM. C (n=6): ratos 

submetidos a administração de solução NaCl 0,9% (1mL/kg de peso corpóreo, s.c.); L (n=6): 

ratos submetidos a administração de LPS (10 mg/kg de peso corpóreo, s.c.); CM (n=6): ratos 

submetidos a administração de solução NaCl 0,9% previamente tratados com micofenolato de 

mofetila (30 mg/kg de peso corpóreo, p.o.); LM (n=6): ratos submetidos a administração de 

LPS previamente tratados com micofenolato de mofetila. As médias dos grupos foram 

comparadas utilizando-se o teste ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey.  *P<0,05, 

** P<0.01 e ***P<0,001 vs. C; †P<0,05, ††P<0,01 e †††P<0,001vs. L; e  ‡‡P<0,01 vs. CM. 
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7. ANEXO II – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa Animal – UFPE 

 

 


