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RESUMO

A doenca renal cronica (DRC) constitui um importante problema de saude publica que afeta
principalmente os paises ocidentais. No contexto da fisiopatologia dessa condicdo, o nivel dos
peptideos natriuréticos, como peptideo natriurético atrial (ANP) e uroguanilina (UGN),
encontram-se elevados. Entretanto, ndo se sabe se os elevados niveis destes horménios
implicam em resposta natriurética adequada. Ademais, mostram-se necessarios estudos que
estabelecam uma relacéo entre a DRC e a regulagédo de peptideos natriuréticos e uma possivel
relacdo com a angiotensina Il (Angll). Assim, buscou-se avaliar uma possivel modulacdo da
resposta a UGN pelo enalapril no modelo de nefrectomia 5/6 (nx 5/6). Utilizou-se ratos Wistar,
machos, com peso entre 250-300g. Os animais foram divididos em 4 grupos (n=8): grupos
controle sem tratamento ou tratado com enalapril (10mg/kg v.o0.) (SHAM e SHAM+E) e grupos
submetidos & nx 5/6 sem tratamento ou tratado com enalapril (10 mg/kg v.0.) (Nx e Nx+E). Ao
final da 10? semana ap0s a cirurgia, os animais foram submetidos a técnica de microperfusédo
estaciondria in vivo, no intuito de investigar o papel da UGN no tdbulo proximal frente as
diferentes condi¢des. Posteriormente, foram determinados alguns marcadores de funcdo renal
e de estresse oxidativo, bem como quantificados os niveis de GMPc urinarios. Nx apresentou
0s niveis séricos de creatinina, uréia, proteinuria, fracdo de excrecdo de sédio (FENa®) e
malonaldeido (MDA) aumentados, e a taxa de filtracdo glomerular (TFG), além da atividade
da superdxido dismutase renal (SOD) diminuidas. Nx+E, quando comparado a Nx, apresentou
niveis reduzidos de creatinina, ureia, de proteindria, da FENa*, e de MDA, além elevar a TFG.
O grupo com DRC apresentou niveis baixos de GMPc na urina comparados ao controle, e 0
grupo tratado com enalapril atenuou em parte essa reducdo. Atraveés da técnica de
microperfusdo estacionaria, observou-se uma diminui¢do na reabsorcdo tubular proximal de
bicarbonato nos animais submetidos a nx 5/6. A infusdo intratubular de UGN né&o apresentou
qualquer resposta nos animais com DRC, sugerindo insensibilidade do tibulo proximal a este
horménio nessa condicdo. Em contrapartida, nos animais do grupo Nx+E a UGN apresentou
carater inibitdrio sobre o fluxo de reabsorcdo de bicarbonato. Dessa forma, sugere-se que a
modulacdo do SRAA na DRC aumenta sensibilidade do receptor GC-C a UGN a nivel renal.

Palavras-chave: Angiotensina Il. Doenca Renal Cronica. Enalapril. Natriurese. Uroguanilina.



ABSTRACT

EFFECTS OF UROGUANYLIN IN PROXIMAL TUBULE OF RATS SUBMITTED TO
EXPERIMENTAL MODEL OF CHRONIC KIDNEY DISEASE

Chronic kidney disease (CKD) is a major public health problem that affects mainly Western
countries. In the context of the pathophysiology of this condition, the level of natriuretic
peptides, such as atrial natriuretic peptide (ANP) and uroguanylin (UGN), are elevated.
However, it is not known whether high levels of these hormones imply in suitable natriuretic
response. In addition, studies are required to establish a relationship between CKD and
regulation of natriuretic peptides and a possible relationship with angiotensin 1l (Angll). Thus,
we attempted to evaluate a possible modulation of the UGN response by enalapril in the 5/6
nephrectomy model (nx 5/6). Male Wistar rats weighing 250-300g were used. The animals were
divided in 4 groups (n = 8): control groups without treatment or treated with enalapril (10mg /
kg) (SHAM and SHAM + E) and groups submitted to nx 5/6 without treatment or treated with
enalapril (10 mg / kg vol) (Nx and Nx + E). At the end of the 10th week after surgery, the
animals were submitted to stationary microperfusion technique in vivo, in order to investigate
the role of UGN in the proximal tubule in face of the different conditions. Subsequently, some
markers of renal function and oxidative stress were determined, as well as urinary GMPc levels.
Nx presented increased serum creatinine, urea, proteinuria, sodium excretion fraction (FENa*)
and malonaldehyde (MDA), and glomerular filtration rate (GFR), as well as decreased
superoxide dismutase activity (SOD). Nx + E, when compared to NXx, presented reduced levels
of creatinine, urea, proteinuria, FENa +, and MDA, in addition to elevating GFR. The CKD
group had low urinary cGMP levels compared to controls, and the enalapril group partially
attenuated this reduction. Through the stationary microperfusion technique, a decrease in
proximal tubular reabsorption of bicarbonate was observed in animals submitted to nx 5/6.
Intratubular infusion of UGN did not show any response in the animals with CKD, suggesting
insensitivity of the proximal tubule to this hormone in this condition. On the other hand, in the
Nx + E group the UGN presented inhibitory character on the bicarbonate reabsorption flow.
Thus, it is suggested that the modulation of the RAAS in DRC increase the sensitivity of the
GC-C receptor to the UGN at the renal level.

Keywords: Angiotensin Il. Chronic kidney disease. Enalapril. Natriuresis. Uroguanylin.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais da doenca renal crénica

O conceito de doenca renal crénica (DRC) vem evoluindo ao longo do tempo, mas, de
acordo com as diretrizes internacionais atuais, essa condicdo pode ser definida como uma
reducéo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) inferior a 60mL/min/1,73m? e/ou alteragBes em
marcadores de funcdo renal por no minimo 3 meses de duracdo, independente da causa
subjacente (WEBSTER et al., 2017).

O diagnostico da DRC é realizado comumente através do rastreio em testes aleatorios
para determinacdo exames sanguineos e de urina em triagens. Atualmente, o melhor indicador
disponivel da funcao renal é fornecido pelo calculo do TFG, obtido através da relacdo entre os
niveis urinario e plasmatico de componentes enddgenos (como a creatinina) ou exégenos (como
inulina e iohexol). A determinacdo dos niveis de uréia, bem como a quantificacdo de
proteindria constituem estratégias essenciais no intuito de diagnosticar e estadiar a DRC.
Ademais, a biopsia renal é capaz de demonstrar evidéncia definitiva dessa condicdo, através de
alteracdes comuns, como esclerose glomerular, atrofia tubular e fibrose intersticial
(RAZMARIA, 2016).

A DRC ¢ caracterizada por uma perda progressiva, normalmente lenta e irreversivel
da capacidade funcional dos rins. Em consequéncia disso, ha uma reducao das funcdes globais
dos rins, ou seja, glomerulares, tubulares e enddcrinas (RIELLA; PERCOITS-FILHO, 2010).
No que concerne o estadiamento, a DRC ¢ descrita em 5 fases, de acordo com o TFG,
proteindria ou evidéncias de danos estruturais renais. Enquanto no inicio da doenca os rins se
adaptam de forma eficiente a perda cronica de néfrons, na fase final ocorre saturacdo dos
mecanismos de reserva renal, resultando em diversos sintomas sistémicos (HILL et al., 2016).

A progressdo da DRC mostra-se bastante varidvel, e depende das condigdes clinicas
de cada paciente. Os fatores que contribuem para o inicio da lesdo, quando ndo devidamente
controlados, também séo responsaveis pela progressdo para o estagio final da doenca. Além
deles, fatores intrinsecos, como sexo, idade, raga e fatores genéticos podem influenciar no ritmo
da perda da funcéo renal (NAHAS; BELLO, 2005).

De acordo com a National Kidney Foundation a DRC pode ser dividida em 5 fases. O
estagio 1 apresenta auséncia de alteracOes significativas na TFG. Apesar da normalidade na
funcdo renal, essa fase inicial, desencadeada por fatores de riscos classicos, j& demonstra

potencial de estimular a esclerose glomerular e fibrose intersticial, aspectos histopatoldgicos
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importantes na progressdo do dano renal. O segundo estagio é caracterizado por leve redugédo
do TFG e como a fase 1, € normalmente assintomatico, apesar da possibilidade de detec¢do de
aumento moderado nos niveis plasmaticos de uréia (LEVEY et al., 2005). A fase 3 ¢
caracterizada por uma reducdo mais significativa da TFG, quando a mesma encontra-se abaixo
de 60 mL/min por 1.73 m?, ou seja, nessa fase ja existe uma queda em mais de 50% da funcéo
renal (LEVEY; CORESH, 2012). Na fase 4, o dano renal é considerado acentuado, e as
complicacdes relacionadas a uremia comecam a se manifestar clinicamente. Neste estagio (TFG
varia entre 15 e 29 mL/min por 1.73 m?), o risco cardiovascular mostra-se elevado. Outras
possiveis complicagdes nessa fase incluem anemia e distarbios hidroeletroliticos (ABBOUD;
HENRICH, 2010).

Por fim, a fase 5 representa o estagio de faléncia renal, quando a TFG encontra-se a
niveis abaixo de 15mL/min por 1.73m?. Esse estagio responde pelo maior indice de mortalidade
da doenca, ja que os disturbios presentes na fase 4 se intensificam, e o rim perde a capacidade
de manter a homeostase, 0 que leva a necessidade de terapia dialitica e em muitos casos, de
transplante renal para manutencdo das condi¢des basicas a sobrevivéncia (LEVEY et al., 2005).

Embora a hemodialise desempenhe algumas func¢des primordiais dos rins, como a
depuracdo de excretas nitrogenadas da circulacdo, ela é considerada um procedimento invasivo
e deletério ao organismo. Estudos tém relacionado a hemodiélise a diversas complicacdes,
como aumento do indice de infeccBes e do estresse oxidativo, além de sua ineficacia em
eliminar algumas das toxinas urémicas (BAGDASARIAN; HEUNG; MALANI, 2012). Um
estudo atribuiu diferentes sintomas em pacientes de um hospital durante a terapia dialitica, entre
eles, cefaleia, hipotensédo, fraqueza e desmaio (TERRA et al., 2010).

Devido a progressdo da uremia mesmo no tratamento dialitico, o transplante renal se
faz necessario na fase final da DRC. Apesar de seu elevado indice de sucesso, ainda hoje o
transplante renal é responsavel por diversas complicacfes, incluindo diversos problemas
inerentes ao processo cirurgico e clinicos a curto, médio e longo prazo, como a rejeicdo do
orgao, infeccdes e aumento do risco de neoplasias (MANFRO; CARVALHAL, 2003).
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1.2 Epidemiologia

A DRC representa uma condi¢do de saude importante em todo o mundo, levando os
paises a altos gastos com saude, além de constituir um fator de risco independente para a doenga
cardiovascular. Todos os estagios da DRC estdo associados a riscos mais elevados de
mortalidade por diversos desfechos, além de piora na qualidade de vida, em especial no estagio
avancado da doenca. Considerando todas as fases da DRC, a prevaléncia mundial dessa doenca
é estimada em 13% (HILL et al., 2016). Entretanto, observa-se uma consideravel variacdo de
acordo com cada regido do planeta.

Entre os principais fatores de risco para a DRC, destacam-se o diabetes melitus (DM),
hipertensdo arterial sistémica (HAS), dislipidemias e historico familiar. Além destes, o
envelhecimento da populacao esta intrinsecamente relacionado a DRC (GANSERVOOT et al.,
2013). Destes, a HAS pode ser tanto causadora, como consequéncia da progressao da DRC.

Ja o DM, constitui outra comorbidade bastante comum. Nesse sentido, estima-se que
50% dos pacientes com DM tipo 2 apresentam lesdes renais consideraveis (THOMMAS;
COOPER; ZIMMET, 2015). Estudos apontam que aproximadamente 30% dos diabéticos
acabam evoluindo para o estdgio final da DRC (ATKINS, 2005). As glomerulopatias,
especialmente a glomeruloesclerose segmentar e focal, além da glomerulonefrite
membranoproliferativa, também constituem fatores que levam a DRC (SESSO; GORDAN,
2007).

Alguns distarbios de origem genética, como as doencas cisticas, sdo capazes de alterar
a estrutura do néfron, causando DRC (LOPEZ-NOVOA et al., 2011). Outros fatores, como a
presenca de infeccBes, o uso abusivo de analgésicos, a intoxicacao por pesticidas, bem como a
ingestdo de alimentos com aditivos ndo regulamentados podem contribuir para o
desenvolvimento da DRC, especialmente em paises em desenvolvimento (JHA et al., 2013).
Nos ultimos anos, tem se intensificado a investigacdo do papel de fatores de riscos nao-classicos
na fisiopalogia da DRC, como desnutricdo, inflamacéo e estresse oxidativo (BRUNINI et al.,
2006).

Nos Estados Unidos, verifica-se que a taxa de incidéncia de DRC aumentou nos anos
80 e 90, mas foi estabilizada nos anos 2000. Atualmente, observa-se que 14% da populacdo
norte-americana tem DRC. Adicionalmente, verifica-se que 468 mil pacientes recorrem a
hemodialise, e 193 mil apresentam rins transplantados (SARAN et al. 2018)

Embora em paises desenvolvidos a prevaléncia de DRC varie entre 10 e 14% da

populacdo, em paises em desenvolvimento, os dados epidemioldgicos permanecem, até os dias
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atuais, heterogéneos, e com qualidade limitada (STANFER et al., 2016). No Brasil a
determinacdo da real prevaléncia da DRC é comprometida pela heterogeneidade dos dados
presentes nos estudos presentes na literatura (MARINHO et al., 2017). Entretanto, de acordo
com um estudo transversal recente, estima-se que 17,3% da populacdo do Sudeste do Brasil
tenha DRC (ALVES et al., 2017).

De acordo com uma estimativa realizada pelo Censo Brasileiro de Nefrologia (2017)
a prevaléncia de dialises no Brasil triplicou entre os anos de 2000 e 2016 (vide Figura 1),

levando ao Sistema Unico de Satde (SUS) a altos gastos com dialise e terapia renal substitutiva.

Figura 1: Estimativa do total de pacientes em tratamento dialitico no Brasil entre os anos de
2000 e 2016
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Fonte: Sociedade Brasileira de Nefrologia (2017).

1.3 Fisiopatologia da doenca renal cronica

Independente da etiologia, os néfrons ndo sdo afetados de forma homogénea no
decorrer da DRC. A medida que a patologia avanca, um aumento da populacdo de néfrons
lesionados ou mesmo destruidos tem sido comumente observado (LOPEZ-NOVOA et al.,
2010). Em geral, a progressdo da doenca depende de vérios fatores, incluindo o teor de sodio
na dieta, tipo de abordagem terapéutica empregada e auséncia ou presenca de comorbidades
cardiovasculares (HAMZOUI et al., 2017).

Estudos em modelos experimentais animais de DRC, como a uninefrectomia e a

nefrectomia 5/6, mostram que a retirada abrupta de massa renal causa uma serie de alteracfes
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adaptativas aos néfrons remanescentes, que visam aumentar o trabalho destes, no intuito de
evitar uma queda brusca na TFG, além da necessidade de manter normal o equilibrio
hidroeletrolitico (TAAL; BRENNER, 2012).

A nivel glomerular, as principais alteracbes em resposta a perda de massa renal se
manifestam através do aumento do fluxo sanguineo pelos néfrons remanescentes. Esse processo
é decorrente da reducdo da resisténcia da arteriola aferente e, em menor grau, da arteriola
eferente, acarretando em aumentos na pressao do capilar glomerular (Pcg) € no coeficiente de
filtracdo (Kf), 0 que, consequentemente, gera o processo de hiperfiltragdo (BROWN et al., 1990;
HOSTETTER et al., 2001). Enquanto isso, a nivel tubular, verifica-se um aumento do volume
do contetdo luminal, e alteracdes na regulacdo de transportadores nas membranas apical e
basolateral das células tubulares, no intuito de manter constante o equilibrio hidroeletrolitico
(TAAL; BRENNER, 2012).

No entanto, para que o rim continue a manter a homeostase em detrimento da perda de
parte do parénquima renal, uma série de prejuizos ocorre na estrutura dos néfrons funcionantes.
A sobrecarga imposta a esta populacdo de néfrons causa aumento da Pcg. Esta hipertensdo
intraglomerular tem sido associada ao estresse mecanico a varios componentes da parede do
glomérulo, resultando em ativacdo do processo inflamatério, do estresse oxidativo e gerando
aumento da permeabilidade a proteinas de médio e alto peso molecular, levando a proteinuria.
(ZATZ; SEGURO; MALNIC, 2012).

Dessa forma, a DRC envolve multiplos mecanismos que favorecem a progressdo ao
estagio final da doenca. Alguns destes eventos constituem tanto causa para uma lesao inicial,
como consequéncia da sobrecarga aos néfrons remanescentes. Entre estes fatores, incluem-se
elevacdes no total de citocinas pro-inflamatdrias, no estresse oxidativo, e na producdo de
angiotensina Il (Angll) intra-renal, além da injaria endotelial e aterogénese, que sdo fatores
determinantes na fisiopatologia da glomeruloesclerose e fibrose tdbulo-intersticial (LOPEZ-
NOVOA et al, 2010). A inflamacio atinge o parénquima renal como um todo em reposta
producdo de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas induzidos por um conjunto de
fatores de riscos anteriormente citados. Estudos tém demonstrado concentracdes alteradas de
proteina C reativa (PCR), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em
pacientes em diferentes fases da DRC (OBERG et al., 2004). Ademais, na bidpsia renal de
pacientes portadores de DRC, é comumente verificado um excesso de componentes de matriz
extracelular, além de aspecto fibroso em espacos onde seria esperada a presenca de parénquima
renal com aspecto normal (LOPEZ-NOVOA et al., 2010).
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Ainda no contexto da inflamagdo, a HAS desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento e na progressdo da DRC, podendo ser tanto causa como consequéncia da leséo
renal, contribuindo para o decréscimo da funcgéo renal. A ativacao do processo inflamatorio e a
disfuncédo endotelial sdo alguns dos componentes fisiopatoldgicos gerados pela hipertenséo.
Adicionalmente, a combinacdo da HAS com a DRC favorece o surgimento e a progressao de
doencas cardiacas (ROSARIO; WESSON, 2006).

A HAS se faz acompanhar de uma constricgéo reflexa da arteriola aferente na maioria
dos glomérulos, evitando que a Pcc se eleve. Entretanto, essa resposta ndo € homogénea em
todos o néfrons, e em alguns deles ndo ha constriccdo aferente adequada, o0 que resulta em
hipertensdo glomerular, e posteriormente, na nefrosclerose hipertensiva (ZATZ; SEGURO;
MALNIC, 2012). Além disso, estudos experimentais tém relatado que a HAS contribui para a
reducdo da producdo de éxido nitrico, o que leva a vasoconstricdo, e consequentemente, hipoxia
do tecido renal (LOPEZ-NOVOA et al., 2010).

Além da hipertensao, disturbios gerados pela sindrome metabdlica, em situagdes como
obesidade e resisténcia a insulina, desempenham um papel central na progressdo da DRC
(EROs) (GUEBRE-EGZIABHER et al., 2010). No contexto do metabolismo dos lipidios,
estudos tém indicado que as dislipidemias, caracterizadas pelo aumento nos niveis séricos de
triglicerideos, colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL), além de reducdo da
lipoproteina de alta densidade (HDL), tém participacdo essencial na progressdo do dano renal
(CHEN et al., 2013).

Nos ultimos anos, tem-se intensificado os estudos sobre o papel dos niveis de
adiponectina, uma citocina produzida exclusivamente pelo tecido adiposo, no contexto da
esclerose renal. Apesar do papel antiaterogénico e cardioprotetor da adiponectina, estudos que
avaliam os efeitos de altos niveis plasmaticos de adiponectina ainda mostram-se controversos
na funcdo renal do paciente urémico (JIA et al., 2012). A reducdo da gordura corporal em
pacientes obesos portadores de DRC em diferentes estagios parece produzir beneficios ao rim,
0 que ¢ evidenciado pela melhora em parametros relacionados a funcéo renal, entre eles TFG e
microalbumindria (BOLIGNANO; ZOCCALLI, 2013).

No ambito da sindrome metabdlica, a prolongada hiperglicemia presente em
portadores de DM leva a uma série de alteragdes metabdlicas e hemodindmicas. Estas provocam
danos estruturais irreversiveis aos rins, contribuindo para o desenvolvimento e a progressdo da
DRC. Nas ultimas décadas, tem sido demonstrado que o0 DM participa da modulacéo de vias de
sinalizacéo celular que levam a producdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento

(SOLDATOS; COOPERS, 2008). Inimeros mecanismos que acometem a microvasculatura
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renal de portadores de DM tém sido atribuidos a eventos moleculares presentes nessa condicao.
Tais mecanismos séo variados, e envolvem o aumento do estresse oxidativo, a hiperatividade
na via dos polidis, ativacdo da proteina quinase C (PKC), liberacdo do fator de transformacao
do crescimento (TGF- B) e da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) (SUNG et al.,
2013). Um mecanismo adicional envolve a formacdo de produtos finais de glicosilagdo
avancada (AGEs), que constituem um grupo de compostos biologicamente ativos derivados da
glicosilacdo ndo-enzimatica de proteinas e lipideos que ocorrem de maneira exacerbada no DM,
principalmente em pacientes com glicemia cronicamente descompensada (BADAL, DANESH,
2014). Os AGEs interagem com receptores especificos na superficie de membrana celulares
afetando a morfologia dos vasos sanguineos renais (BARBOSA, OLIVEIRA, SEARA, 2008).
O elevado estresse oxidativo presente na DRC, por sua vez, é outro fator que favorece a geracao
de AGEs (SUNG et al., 2013).

O estresse oxidativo é resultante de varios fatores intrinsecos a lesdo renal, como
disfuncdo endotelial, inflamagdo, uremia e hiperativacdo do sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA). Ao mesmo tempo, o acUimulo de radicais livres tem relacdo
fisiopatoldgica direta com a iniciacdo e perpetuacdo da DRC. A medida que a lesdo renal se
perpetua, os pacientes acometidos pela DRC apresentam uma significativa reducao nas defesas
antioxidantes, tornando estes mais sensiveis aos efeitos deletérios das espécies reativas de
oxigénio (EROs), que atuam diretamente ao elevar o nivel de peroxidagdo lipida e proteica de
diferentes componentes celulares (YARIBEYGI et al., 2018).

Diversos estudos in vivo e in vitro tém demonstrado diversos efeitos diretos do estresse
oxidativo sobre células renais, incluindo modulagéo de fatores de transcri¢do pela HAS e DM,
excesso de producdo de angiotensina Il, de AGEs e ativagdo da via dos polidis, que constituem
mecanismos comuns em individuos com DM. Dessa maneira, mostra-se evidente uma forte
ligacdo entre o DM e a formacao de radicais livres na DRC (VERZOLA et al., 2004; TENG et
al. 2014).

Ademais, tem sido evidenciada na literatura uma forte relacdo entre o estresse
oxidativo e a retencdo de sodio na DRC. As EROs, em especial 0 anion superoxido (O2), atuam
reduzindo a biodisponibilidade do NO no organismo. Por sua vez a queda nos niveis intra-renais
de NO provocam aumento da reabsorcéo de sodio, resultando em retencdo deste ion. Além
disso, sabe-se que dieta hipersddica promove aumento do estresse oxidativo, 0 que contribui
para perpetuar este ciclo vicioso, levando a sobrecarga renal (SOI; YEE, 2018).

Reforcando a importéancia dos radicais livres na progressdo da DRC, verificou-se que

um farmaco antioxidante denominado tempol, um agente que mimetiza a a¢do da superoxido
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dismutase (SOD), foi capaz de atenuar a hipertensdo e a lesdo renal induzida pela retirada de
5/6 da massa renal em camundongos (DING et al., 2015).

Por altimo, outro fator essencial na fisiopatologia da DRC constitui a disfuncao
endotelial, que esta diretamente relacionada a aterosclerose e ao excesso de radicais livres
comumente presentes em lesGes renais progressivas. Nesse sentido, tem sido demonstradas
alteracOes na sintese do éxido nitrico (NO), uma pequena molécula envolvida no tonus vascular,
agregacdo plaquetaria, inflamacdo e neurotransmissdo (DUMMER; THOME; VERONESE,
2007).

Desse modo, os mecanismos fisiopatoldgicos presentes na DRC, sdo inimeros, e agem
de modo a contribuir para a les&o, e finalmente, a destruigdo progressiva do parénquima renal,
levando os néfrons a uma sobrecarga sobre a funcdo glomerular e tubular. A medida que a TFG
declina, ocorre um aumento da fracdo de excrecdo de sédio (FENa®), no intuito de evitar uma
excessiva retencdo deste no LEC. Este controle ocorre as custas de uma pequena expansdo do
LEC e consequentemente da hipertensdo, o que leva ao aumento de forgas natriuréticas
direcionadas aos néfrons remanescentes, resultando em elevacdo da FENa® (SLATOPOLSKY,
1968). Nesse sentido, 0 aumento da liberacdo do peptideo natriurético atrial (ANP) observado
em modelos experimentais de DRC contribuem para a natriurese. Esse efeito resulta da acéo
direta do ANP, e possivelmente de outros peptideos natriuréticos sobre os tlbulos renais, bem
como pela inibi¢do da secrecdo de aldosterona (SOI; YEE, 2018).

Nesse contexto, o ajuste de sddio no organismo tem papel essencial na progressdo do
dano renal na DRC. Em condic¢des normais, o sédio € mantido dentro de limites estreitos no
meio interno, mesmo em quantidades extremamente altas ou baixas de sua ingestdo (ZATZ,
SEGURO; MALNIC, 2012). No entanto, quando o nimero total de néfrons encontram-se
reduzidos, a margem de ingestdo de sddio encontra-se estreitada, 0 que torna o paciente mais
vuneravel aos distarbios hidroeletroliticos. Considerado niveis elevados de sddio na dieta
ocidental, faz-se necessario reduzir a ingestdo de sodio no intuido de evitar hipernatremia, com
consequente aumento da hipertensdo e agravamento da doenca renal (YOON et al., 2018).

Considerando a diferenca de sensibilidade ao sal observada em diferentes individuos,
0 modelo proposto por Lewis Dahl em 1961, permitiu separar animais que se tornavam
hipertensos (sensiveis) e 0s que permaneciam normotensos (resistentes) frente a uma dieta
hipersddica (DAHL, 1961). Achados no modelo experimental de hipertensdo Dahl sal mostram
que a sobrecarga de sddio na dieta leva a progressdo da glomeruloesclerose com avango da
idade, o que constitui um elo entre DRC e excesso no consumo de sal a longo prazo
(TAKIZAWA et al., 1997).
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Entretanto, para o estudo dos mecanismos fisiopatoldgicos inerentes a DRC, o modelo
experimental de nefrectomia 5/6 (nx 5/6) ou modelo de rim remanescente representa uma
ferramenta valiosa em laboratério. A reducdo da massa renal € atingida por infarto ou exciséo
cirurgica de ambos os pdlos, com remocéo do rim contralateral. Essa técnica permite investigar
a influéncia de fatores fisioldgicos, farmacoldgicos e nutricionais sobre parametros funcionais
e morfoldgicos na DRC. Neste modelo, observa-se que a hipertensdo glomerular é um dos
principais fatores responsaveis pelo desenvolvimento de lesdo renal. Morfologicamente,
observa-se a presenca de glomeruloesclerose segmentar e focal progressiva, acompanhada pelo
aumento da proteintria e deterioracéo da funcdo renal (KURJAL; VERNEROVA, 2008).

1.4 O papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona na doenca renal cronica (DRC)

O SRAA ¢ conhecido por seu papel essencial nos sistemas cardiaco e renal:
manutencdo da pressdo arterial e controle de fluidos e eletrélitos, como sédio e potassio. Sua
acdo tem inicio através da producdo de renina pelo aparelho justaglomerular. Essa enzima
proteolitica converte o angiotensinogénio em angiotensina |. Esta Ultima € clivada em
angiotensina Il (Angll) pela enzima conversora de angiotensina (ECA). Em adicdo, a ECA
promove a degradacdo de bradicinina, um potente vasodilador, por sua acdo no sistema
calicreina-cininas.

A Angll constitui o principal peptideo efetor desta via, ligando-se aos receptores de
angiotensina tipos 1 e 2 (AT:R e AT2R). A maioria dos efeitos bioldgicos do SRA é mediado
pelo ATiR, incluindo vasoconstriccdo, inibicdo da natriurese, secrecdo de aldosterona,
crescimento e diferenciacdo celular (CAREY, 2016). Entretanto, um mecanismo de
contraregulacdo é gerado pelo receptor AT, evocando efeitos vasodilatadores, natriuréticos e
inibindo o crescimento e diferenciacdo celular. Em virtude a maior densidade de AT:iR em
relacdo AT2R, o SRA tem fungdo direcionada a vasoconstricdo e a retencdo de sodio no
organismo (CAREY; PADIA, 2017)

Apesar do vasto conhecimento em relacdo ao papel de AT:R na hipertensdo sal
sensivel e na DRC, pouco se sabe sobre AT2R. A Angll e angiotensina Il representam os dois
agonistas endogenos de AT2R, sendo o Gltimo considerado o principal ativador deste receptor
(CAREY; PADIA, 2013).

A presenga de uma grande variedade de enzimas conversoras no SRA resulta na
formacdo de peptideos com diferentes poténcias e funcdes. Entre os mais estudados, a

angiotensina 1-7 (Angl-7) tem recebido atengdo especial. Ang (1-7) é formada a partir da
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formagéo da enzima conversora de angiotensina - 2 (ECA-2) em angiotensina 1-9 Ang(1-9),
esta Ultima, pela acdo da ECA é convertida em Ang (1-7). Outra forma de producédo de Ang (1-
7) ocorre a partir das agdes da ECA-2 ou policarboxipeptidase sobre Angll (PASSOS-SILVA,;
VERANO-BRAGA; SANTOS, 2013).

Ao contrério dos efeitos da Angll, a Ang (1-7) apresenta perfil nefroprotetor através
de efeitos antiproliferativos. Um estudo em macréfagos peritoneais de ratos tratados com Ang
(1-7) apds estimulagdo com LPS (lipopolissacarideos), mostrou melhora na inflamacéo,
evidenciado pela reducao na expressao de TNF-a e IL-6. Outro efeito benéfico da Ang (1-7) €
a sua acdo vasodiladora e natriurética. Ambos efeitos sdo mediados pela acdo deste peptideo
sobre a proteina de membrana Mas, um receptor acoplado a proteina G que apresenta respostas
antiproliferativas em patologias cardio-renais (SOUZA; COSTA-NETO, 2012).

Por fim, a alamandina, um novo componente do SRAA, foi identificada utilizando-se
espectrometria de massa (LAUTNER et al., 2013). Ensaios de reatividade vascular apontam
para um efeito vasodilatador deste peptideo, mediado pelo aumento da liberacdo de NO
(VILLELA; PASSOS-SILVA; SANTOS, 2014). Ademais, foi observado efeito da alamandina
na diminuicdo do remodelamento vascular (MENDONZA-TORRES et al., 2015) Como o0s
niveis plasmaticos deste horménio encontram-se elevados em pacientes com doenca renal,
sugere-se um efeito contrarregulador das a¢des predominantes da Angll (HERNAK; PAULIS;
SIMKO, 2016). A Figura 2 mostra 0 SRA de acordo com conceitos recentes.
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Figura 2. Vias classica e alternativa do sistema renina-angiotensina
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Descrigdo esquematica dos componentes do sistema renina-angiotenina (SRA) e seus receptores a esquerda (&rea
ndo circulada) estd ilustrado a via da angiotensinall/receptor ATi (Angll/AT1R), responsavel pelas acOes
preponderantes do SRA. Na area circulada a direita, esti determinada o eixo protetor do SRA, contra-regulando
em parte os efeitos deletérios da via Angll/AT1R. O receptor AT, (AT2R) é ativado pela Angll e Anglll, sendo
este Ultimo peptideo o agonista mais potente sobre AT, evocando efeitos antinatriureticos. O receptor Mas (MasR)
¢ ativado pela angiotensina 1-7 (Ang(1-7)), e o receptor MgrD ¢é ativado pela alamandina, tendo estes dois

receptores efeitos protetores a nivel vascular e renal. Adaptado de CAREY, 2016

No ambito da fisiologia e patologia renal, verifica-se um papel crucial do SRAA, em
especial do horménio Angll. Um aumento na resisténcia da microvasculatura glomerular é
observado em resposta a ativacdo de AT-1 pela Ang Il, o que altera a dindmica do néfron, além
de contribuir para o crescimento celular (BADER; GANTEN, 2008). Nos tubulos renais, esta
interacdo horménio-receptor modifica a atividade de diversos trocadores iGnicos de membrana,
incluindo o transportador Na‘/H"™ (NHE3), canais de sddio epiteliais (ENaC) e co-
transportadores Na"K*2CIl- (NKCC2) e Na*Cl (NaCC). Entre essas a¢des, destaca-se 0 aumento
da reabsorcdo de Na® nos tdbulos proximais e distais via NHE3. Adicionalmente, a Ang Il

promove liberacdo do horménio mineralocorticoide aldosterona, que age no ductor coletor
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aumentando a atividade da Na'/K* ATPase. Dessa forma, o transporte de Na* é alterado,
acarretando em retencédo deste ion no LEC (KOBORI et al., 2007; LI; ZHUO, 2008).

Com o avanco da biologia molecular, houve a possibilidade da clonagem e
sequenciamento dos componentes do SRAA, permitindo aos cientistas o conhecimento de suas
localizagBes no organismo. Assim, 0 conceito de via classica expandiu-se, e hoje fala-se em
SRAA teciduais, entre eles, destaca-se o intra-renal (RIGATTO; BOHLKE; IRIGOYEN,
2004). Ha anos, muitas das a¢Ges o0rgao-alvo da hipertensdo tém sido atribuidas a hiperatividade
no SRAA.

Nas ultimas décadas, inumeros estudos experimentais em animais tém demonstrado
que o papel da Angll na progressdao da DRC vai além das a¢des hemodindmicas. Além das
acOes vasoativas, a Angll apresenta-se como uma citocina, que regula o crescimento celular, a
inflamacdo e a fibrose (REMUZZI et al., 2005). Estudos in vivo relacionaram a Angll a
producdo de TNFa, IL-6, proteina quimiotética de mondcitos (MCP-1) e fator nuclear - kappa
B(NF-«B), contribuindo para a inflamag&o glomerular e intersticial (SUZUKI et al., 2003). Este
ultimo € um complexo protéico que age como fator de transcricdo, estimulando genes proé-
inflamatdrios relacionados a citocinas, quimiocinas € moléculas de adesdo (LAWRENCE,
2009). Além do aumento dos fatores de crescimento citados, pesquisadores verificaram
ativagdo de MAPK e TGFp em experimentos in vitro com células epiteliais em resposta a Angll.
A presenca destes dois fatores de crescimento € também verificada na fisiopatologia do DM, o
que evidencia o papel sinérgico da Angll junto a outras doengas com potencial de lesar o
parénquima renal, exacerbando o processo inflamatorio (LAUTRETTE et al., 2005).

Outro impacto gerado pela Angll constitui a liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) no musculo liso e no endotélio vascular renal pela ativacdo das enzimas NADPH
oxidases (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato — forma reduzida). Estas enzimas
encontram-se nas mitocéndrias e sdo consideradas as maiores mediadoras de estresse oxidativo,
pela formacdo dos anions superdxido (O2’) e, indiretamente hidroxila (OH"). Além disso, tem
importante papel na reducgdo de NO endotelial no sistema cardio-renal em virtude da formagéo
de peroxinitrito (ONOO™?) (MOLLNAU et al., 2002).

Portanto, esta claro que o excesso de Ang Il na DRC tem papel central na hiperfiltracéo
dos néfrons funcionantes, levando a hipertrofia e as alteracfes na estrutura do glomérulo que
propiciam o surgimento de proteindria. Assim como as a¢Ges hemodinamicas, o papel pré-
inflamatorio e do estresse oxidativo, mediado pela ligacdo Angll sobre AT-1 a longo prazo, é

tido como a principal via enddcrina geradora e perpetuadora da DRC.
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1.5 Detalhamento das ag¢des tubulares da angiotensina 11 (Ang I1)

No ambito da fisiologia renal, a Ang II, principal horménio efetor do SRAA,
desempenha papel crucial na manutencao da pressao arterial, através de suas acdes regulatorias
sobre a agua e o sddio. A Angll, juntamente com aldosterona, outro horménio do SRAA, atua
em diferentes por¢des dos tubulos renais promovendo aumento da reabsorcéo de sodio para o
organismo. A atuacdo da Ang Il sobre o feedback tabulo glomerular é considerada crucial no
controle do balanco de sddio pelo rim (FERENBACH; BONVENTRE, 2016).

No rim, essas acdes retentoras de sddio se dao pela ligacdo da Angll ao receptor AT1R,
em especial no tubulo proximal. Nessa regido do néfron, acdo da angiotensina Il ocorre pela
inibicdo do transporte de sédio através da internalizacdo do trocador Na*/H* (NHE3) na
membrana apical e da bomba de Na*/K* ATPase na membrana basolateral (PELUSO et al.,
2017).

Ademais, a Angll desempenha fungdes no transporte de sodio no ramo ascendente
espesso da alca de henle e nos tubulos coletores renais (FERENBACH; BONVENTRE, 2016).
Entretanto, essas regides sdo mais sensiveis pela acdo do horménio aldosterona, outro horménio
retentor de sodio do SRA liberado em resposta acdo da Ang Il sobre o cortex adrenal (ZATZ,
2010). Nos tubulos renais, a aldosterona promove ativacdo de receptores expressos na
membrana apical de células tubulares, em especial no tabulo contorcido distal. Nesta por¢éo a
aldosterona aumenta a quantidade de canais de sddio epitelias (ENaC) e estimula a atividade da
Na*/K* ATPase, resultando no aumento da reabsorcdo de sédio (KOBORI et al., 2007).

1.6 Papel nefroprotetor dos inibidores da ECA

As intervencg0es terapéuticas em portadores de DRC, especialmente nas fases iniciais,
sdo usualmente eficazes no retardo da progressao das doencgas e na reducdo das complicagGes
relacionadas a uremia, de forma a melhorar a qualidade e expectativa de vida desses pacientes
(LEVEY; CORESH, 2012). Entre os principais farmacos utilizados, os antagonistas do SRAA,
representados pelos inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECAS) pelos
bloqueadores dos receptores de angiotensina 1l tipo 1 (BRAS). Existem ainda os inibidores

diretos da renina (IDRs), que apresentam potencial efeito nefroprotetor, apesar da necessidade
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de mais estudos que estabelecam alguma vantagem sobre as duas primeiras classes (DANDAN,
2012).

O efeito central dos IECAs consiste na inibicdo da formacdo de Angll a partir da
angiotensina |, 0 que aumenta a natriurese, contribuindo para a reducdo da presséo arterial.
Adicionalmente, estes fArmacos inibem a cininase Il, o0 que aumenta os niveis de bradicinina,
um polipeptideo vasodilador do grupo das cininas (FRANCO, 1998). Em 1993, Lewis e
colaboradores publicaram o primeiro grande estudo clinico prospectivo randomizado utilizando
o captopril, um IECA, em portadores de nefropatia diabética. Este estudo forneceu base para a
utilizacdo de farmacos desta classe visando a nefroprotecdo e o retardo da progressdo para o
estagio terminal da DRC.

Apesar do efeito anti-hipertensivo dos IECAs mostrar-se atil na melhora da
hipertensdo intraglomerular, estes farmacos apresentam outras acBGes nefroprotetores
adicionais. Pelo fato da Ang Il ter importante efeito no remodelamento vascular, a diminuigéo
da sua formacdo tém sido associada a reducdo na producdo de fatores pré-inflamatorios, no
estresse oxidativo e na disfuncao endotelial (TAAL; BRENNER, 2012). Estes efeitos justificam
a maior eficacia na renoprotecdo dos IECAs, quando comparados aos betablogueadores e
antagonistas dos canais de célcio (FRANCO, 1998). Em virtude da DRC estar associada a
expansao de volume, associado a reducdo na formacdo de Ang Il a nivel sistémico, presume-se
que os efeitos deletérios da Angll sejam em virtude de sua formacdo exacerbada a nivel intra-
renal (ROSENBERG, et al., 1994).

De acordo com sua estrutura quimica os IECAs podem ser classificados em trés
grupos. O primeiro deles apresenta grupo sulfidrila, e é representado pelo captopril. O segundo
contém dicarboxila, e estad quimicamente relacionado a fA&rmacos como enalapril e ramipril. O
ultimo grupo é representado pelos IECAs que contém fdésforo em suas conformacdes, tendo
como principal exemplo o fosinopril (DANDAN, 2012).

Entre os IECAs mais utilizados em modelos experimentais de DRC e na rotina clinica,
o enalapril tem recebido atencdo especial. Este, constitui um pro-farmaco hidrolisado por
esterases no figado. Seu metabdlito mais estavel, o enalaprilate, apresenta efeito mais potente
em inibir a ECA, além de apresentar meia-vida superior a do proprio enalapril e a maioria dos
outros IECAs (MANLEY, 2000).
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1.7 Peptideos natriuréticos e a via das guanilinas

Peptideos natriuréticos (PNs) constituem um grupo de hormdnios secretados por
diferentes tecidos, em especial pelo coracéo, tendo entre suas principais funcdes a regulacdo da
pressdo arterial e 0 aumento da excrecgdo renal de sodio. A maior parte dos receptores para PNs,
apresenta atividade guanilato cliclase, e a ligacdo de um agonista aumenta a producdo de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), um segundo mensageiro que atua diretamente sobre
transportadores i6nicos de membrana ou pela ativacdo de proteinas quinases. Entre eles, estdo
incluidos os receptores da guanilato ciclase A, B e C (GC-A, GC-B e GC-C) (SCHLUETER et
al., 2014).

No contexto dos PNs, a producédo do peptideo natriurético atrial (ANP), um horménio
de integracdo coracdo-rim, liberado pela fibra miocardica atrial em resposta ao estimulo do
estiramento dos atrios resultante do aumento do liquido extracelular. Sua acdo principal se da
por sua ligacdo ao receptor GC-A, onde também se liga o peptideo natriurético tipo B (PNB),
que assim como o ANP, € produzido pelo coragdo. Enquanto isso, o peptideo natriurético tipo
C (PNC) liga-se ao receptor GC-B (D’SOUZA; DAVIS; BAXTER, 2004). O ANP tem atuacao
destacada sobre o rim, ao elevar a excrecdo renal de sodio e agua, através da inibicdo da bomba
de Na*/K* ATPase e pela inibicao da liberacdo de renina e aldosterona (SILVA; PINHEIRO;
SANTOS, 2008).

Um receptor adicional onde ligam-se os PNs, é comumente chamado receptor de
clearence (NPR-C), devido a sua capacidade em reduzir os niveis locais destes peptideos
natriuréticos. No entanto, seu dominio citoplasmatico é pequeno e desprovido de atividade
guanilato ciclase. O principal papel fisiolégico de NPR-C é o de internalizar e degradar PNs,
retirando-os da circulagéo, reduzindo a disponibilidade de ANP e PNB para agirem em GC-A
(MIKUSIC et al., 2014). Nesse sentido, a interrup¢do do gene Npr3 (responsavel pela expressao
de NPR-C) em camundongos nocaute, mostrou aumento dos niveis urinarios de GMPc e
reducdo da pressdo arterial (MATSUKAWA et al., 1999). Adicionalmente, 0 mesmo induz
ativacdo uma proteina G sensivel a toxina pertusis (SINDIC; SCHLATTER, 2006).

Além dos peptideos natriuréticos cardiacos, sabe-se atualmente, que outros 6rgaos sao
capazes de produzir peptideos capazes de aumentar a excre¢do de sodio, como 0s horménios
intestinais. A base para estes achados teve inicio em 1976, quando demonstrou-se que, em ratos,
0 sodio ingerido na dieta era excretado mais rapidamente do organismo em comparacao a
mesma quantidade administrada por via intravenosa (CAREY; SMITH; ORTT, 1976). Esta

observacdo levou a hipotese da existéncia de um mediador fisiologico que ligasse o intestino
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ao rim, que aumentaria a excrecao renal de s6dio em resposta & ingestdo de sal na dieta. Dessa
forma, postulou-se que essa substancia apresentava homologia sequencial muito préxima a da
toxina termoestavel (STa), presente na diarréia similar a observada na colera, popularmente
conhecida como diarréia do viajante (FORTE, et al., 1999). A STa constitui uma enterotoxina
secretada por algumas cepas de E. coli, levando ao aumento da secre¢éo de eletrolitos e de dgua
pelo intestino. Os primeiros efeitos dos peptideos STa sobre a atividade guanilato ciclase foram
determinados in vitro, relacionando-os a altera¢cdes no transporte idnico intestinal (FIELD et
al., 1978).

Uma década ap0s a descoberta da STa e de seus efeitos intestinais, foram determinadas
duas outras classes de mediadores capazes de aumentar a concentracao intracelular de GMPc,
sendo a primeira delas a do ANP, quando pesquisadores observaram que a administracdo de
extrato contendo atrios cardiacos induzia expressiva natriurese e diurese em ratos (DE BOLD,
1985). A segunda classe foi denominada fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF)
(FURCHGOTT; ZAWADZIKI, 1980). Menos de sete anos mais tarde, foi descoberto que este
fator era uma molécula gasosa, conhecida como éxido nitrico (NO), que era capaz de ativar a
guanilato ciclase soluvel (IGNARRO et al., 1987).

Somente ap6s a descoberta das duas classes de agonistas endégenos da guanilato
ciclase, foi determinado um peptideo enddgeno que, assim como a STa, mostrava-se capaz de
aumentar os niveis de GMPc no intestino. Este peptideo foi purificado a partir de extratos de
jejuno de ratos, sendo denominado guanilina (GN) (CURRIE et al., 1992). Posteriormente,
houve o isolamento de outro peptideo, a uroguanilina (UGN), obtida através da urina de gambas
(HAMRA et al., 1993).

Os peptideos STa, GN e UGN se ligam a um receptor presente na superficie da borda
em escova do intestino e do colon. Esse receptor foi identificado como membro da guanilato
ciclase ligada a membrana da familia guanilato ciclase, sendo designado GC-C. A sua ativagdo
aumenta os niveis intracelulares de GMPc, o que induz uma cascata intracelular que culmina
na ativacdo de proteinas quinases G Il e A (PKGII e PKA), levando a ativagdo do canal
regulador transmembrana da fibrose cistica (CFTR), que gera um aumento na secre¢do de
cloreto, bicarbonato e agua no intestino (SCHULZ et al., 1990; SINDIC et al., 2005).

A producgéo das guanilinas ndo se da apenas ao nivel do intestino. Foi detectada
expressao de RNA mensageiro (RNAm) para UGN nas células do TP e do ducto coletor cortical
(DCC). Dessa forma, o rim mostra-se capaz de sintetizar peptideos reguladores de sédio no

estado pds-prandial. Nesse sentido, Potthast e colaboradores (2001) sugeriram que a UGN seria
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produzida no rim ndo em resposta a sinalizacdo intestinal a ingesta aguda de sal, mas a
hipertonicidade renal no epitélio tubular.

Embora atuem no sentido de aumentar a secrecdo de eletrélitos, GN, UGN e peptideos
STa apresentam diferentes poténcias, determinadas pela afinidade de cada peptideo ao receptor
GC-C. Nesse sentido, Fonteles e colaboradores (1998), ultilizando a técnica de rim isolado em
ratos, observaram que a UGN produzia efeito natriurético mais pronunciado que a GN. Esta
observacao pode ser justificada pela interacdo do agonista com o receptor, de modo que a
afinidade dos peptideos STa ao receptor GC-C é dez vezes maior que a UGN, que por sua vez
é cem vezes maior que a GN (BASU; ARSHAD; VISWESWARIAH, 2010). A quantidade de
pontes dissulfeto entre as cisteinas em cada peptideo pode explicar a diferenca na estimulacdo
da producdo de GMPc. GN e UGN possuem apenas duas pontes dissulfeto, enquanto STa
apresenta trés. (CURRIE et al., 1992).

Com relacdo a estrutura, poténcia e locais de acdo a STa, GN e UGN apresentam
algumas diferencas. Peptideos STa e UGN possuem em suas sequéncias, residuos de
asparagina, o que conferem resisténcia a endoproteases presentes no rim. Enquanto isso, na GN,
esses residuos estdo ausentes, tornando-a sensivel a hidrélise por quimotripsinas nos tabulos
renais, fato que justifica a auséncia de guanilina na urina (FORTE et al., 1999). Outra
caracteristica esta nas diferencas de ativacdo de GC-C dependentes de pH. Enquanto a GN
provoca maior aumento de GMPc em pH 8,5, a UGN o faz em pH 5,5 (BASU; ARSHAD;
VISWESWARIAH, 2010). GN e UGN sdo expressas inicialmente na forma de pré-pré-
peptideos, sendo posteriormente convertidos e armazenados na forma de pro-peptideos
inativos, denominados pr6-GN, nas células caliciformes intestinais, e pro-UGN, nas células
enterocromafins do intestino (LI et al., 1995; PERKINS; GOY; LI, 1997).

Entretanto, sabe-se que o rim € capaz de sintetizar peptideos da familia das guanilinas,
destinados a uma paracrina nos tabulos renais. Uma evidéncia disso foi a deteccdo de RNAmM
para a UGN em amostras de rim total através da técnica de PCR em tempo real (POTTHAST
et al., 2001). Outrossim, Qian e colaboradores (2011) demonstraram expressédo de pro-UGN
por Western Blotting. Surpreendentemente, foi observado em estudo recente que a ingestao de
dieta hipersodica em ratos promoveu aumento da expressao intrarenal de UGN, mas nao houve
modificagdes nos niveis entéricos e plasmaticos deste hormoénio (FELLNER; MOSS; GOY,
2016). Este achado reforca a grande importancia da sinalizagéo intra-renal da via das guanilinas
no controle da homeostase hidrossalina.

A resposta natriurética a UGN se da principalmente no tbulo proximal, conforme

observado na figura 3 (LESSA et al., 2012). Atualmente, sabe-se que essa regido tubular do
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néfron é responsével pela reabsorcéo de cerca de dois tercos do sodio filtrado para os capilares
peritubulares. Essa acdo ocorre gracas ao trocador Na*/H™ (NHE-3) situado na membrana
basolateral do tubulo proximal. O NHE-3 € o principal mecanismo de secrecdo de hidrogénio,
que leva a reabsorcao de bicarbonato no néfron (ZATZ, 2012).

Nesse sentido, foi sugerido que, no rim, mais precisamente nas membranas da borda
em escova de células do tabulo proximal, ocorre a conversdo proteolitica pro-UGN em UGN,
que esta presente em quantidades relativamente elevadas na urina (QIAN et al., 2008). Ainda
no tubulo proximal, o aumento de GMPc resulta em reducédo na fosforilacao da isoforma NH3
do permutador Na*/H* (NHE3), elevando assim a excrecdo de sddio (LESSA etal., 2012). Outra
acdo da UGN nessa regido do néfron ocorre através da inibicdo da bomba de Na*/K* ATPase
basolateral através de 3 mecanismos: GMPc/proteina quinase G, AMPc/proteina quinase A, e
MTOR (BATISTA et al., 2016).
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Figura 3: Acdes gerais das guanilinas no tdbulo proximal
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Representacdo esquematica do papel das guanilinas no tdbulo proximal. Guanilina (GN) e uroguanilina (UGN)
ativam a guanilato ciclase C (GC-C), o que leva a um aumento na concentragdo intracelular de GMPc, segundo
mensageiro que inibe o canal de K*, o permutador Na*/H*(NHE3) e a Na*K*ATPase. Adicionalmente, a UGN
ativa uma proteina G sensivel a toxina pertusis, levando a ativacdo do canal de K*. Adaptado de Sindic e Schlatter
(2006).

Ademais, sabe-se também que a UGN atua na reducdo da expressdo da Na'/K*
ATPase, reduzindo o gradiente de sdédio disponivel para o transporte acoplado de sodio
(CARRITHERS et al., 2004). Um papel importante em resposta as guanilinas na Na*/K*
ATPase foi detectado em uma linhagem de células de tabulo proximal humano, denominada
IHKE-1 (SINDIC et al., 2002).

Por outro lado, diferente do tabulo proximal, um mecanismo GMPc independente
parece ser o principal efeito da UGN nas células principais do ducto coletor. Através deste

mecanismo, ocorre uma ativagdo de receptor acoplado a proteina G, com consequente ativacdo
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de fosfolipase A2 (PLAZ2), que cliva o &cido aracdbnico dos fosfolipideos de membrana. Livre
para agir, o &cido aracddnico inibe os canais ROMK das células principais, resultando em
despolarizacéo e consequente diminuicdo da forca motriz para reabsorcdo de sédio (SINDIC,
2006).

No contexto da DRC, pouco se sabe sobre o papel dos peptideos natriuréticos na
fisiopatologia desta condigdo. Tem sido demonstrado aumento dos niveis plasméaticos do ANP
em pacientes no estado final da DRC (HASEGAWA et al., 1986). Outro estudo, utilizando um
modelo experimental de DRC apontou aumento dos niveis de ANP e reducdo na densidade de
seus receptores alvo, o que sugere baixa resposta, como diurese e natriurese, apesar do aumento
destes peptideos (JIN et al. 1990).

Além dessas observaces, € sabido que no ambito da DRC o balanc¢o hidroeletrolitico
e 0 estado estacionario redox no rim sdo acompanhados por um intricado de vias de sinalizacGes
ativadas tanto por peptideos natriuréticos renais como pela Angll, representando,
respectivamente forcas natriuréticas e antinatriuréticas (MIKUSIC et al., 2014). Em virtude

dessa constatacdo o estudo da interacdo entre estas duas vias constitui alvo do presente estudo.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A doenca renal cronica (DRC) constitui um sério problema de satde publica, com
consequéncias negativas sobre a qualidade e a expectativa de vida da populacdo, além de levar
0s paises a altos gastos anualmente (HILL et al., 2016). Esta doenca € silenciosa nas fases
iniciais, e afeta diretamente os néfrons, atravées de lesdes progressivas em todo o parénquima
renal. Como consequéncia, 0 manejo de eletrdlitos, especialmente o sédio, leva os tubulos a
adaptacdes profundas no intuito de manter a homeostase (ZATZ; SEGURO; MALNIC, 2012).

No contexto da regulacdo do sédio na DRC, estudos tém demonstrado desequilibrios
entre as agdes de hormonios que promovem a natriurese, como 0s peptideos natriuréticos (PNs),
e 0s que promovem retencdo de sodio, como é o caso do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), observando-se uma hiperfuncao destes em relagédo aos primeiros (SILVA,
PINHEIRO; SANTQOS, 2008).

Entre os PNs, destacam-se 0s hormonios sintetizados pelo coracgéo, tendo como seu
principal representante o peptideo natriurético atrial (ANP) e os produzidos pelo intestino,
denominados guanilina (GN) e uroguanilina (UGN). Adicionalmente, sabe-se que o proprio
rim é capaz de sintetizar estes hormonios, sendo os principais a UGN, e urodilatina (UD),
peptideo renal com ac¢des similares ao ANP (JORGE et al., 2018).

Estudos revelaram aumento nos niveis plasmaticos de ANP e UGN em pacientes
submetidos a terapia dialitica prolongada, apesar da expansdo do volume extracelular,
sugerindo que as lesdes tubulo-glomerulares afetariam o0s receptores para estes agonistas
(FUKAE et al., 2000). Nesse sentido, a hipdtese de que a melhora na injudria renal, obtida na
pratica clinica através dos supressores do SRAA, acarrete na modulagdo na resposta aos PNs
tem sido considerada por alguns pesquisadores.

Em vista disso, este estudo propde investigar uma possivel modulacdo da via das
guanilinas pela DRC e se o blogueio do SRAA nesta condicdo, através da administracao oral
de enalapril, acarretara em melhora da resposta a UGN na técnica de microperfusdo estacionaria
in vivo. Ademais, serd estudado o comportamento tubular proximal frente as modificagdes

fisiopatoldgicas induzidas pela DRC experimenta
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o papel do horménio uroguanilina na doenca renal crénica experimental em

resposta ao bloqueio do sistema-renina-angiotensina-aldosterona.

3.2 Objetivos especificos

o Determinar o efeito do enalapril sobre os parametros bioquimicos de funcdo renal em
animais com doenca renal cronica;

o Quantificar o estresse oxidativo na DRC e sua resposta no contexto do blogueio do
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA);

o Determinar os niveis de GMPc urinrio na DRC e sua resposta no contexto do bloqueio
do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA);

o Avaliar o efeito das alteragdes fisiopatoldgicas induzidas pela nefrectomia 5/6 sobre o
tubulo proximal;

o Avaliar o efeito da uroguanilina sobre o tdbulo proximal em animais submetidos a
nefrectomia 5/6 tratados e ndo tratados com enalapril;

o Avaliar os niveis de expressao proteica da uroguanilina e do receptor GC-C no rim em

resposta a nefrectomia 5/6 e em resposta ao tratamento com enalapril nesta condicéo;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

O estudo foi realizado com ratos machos Wistar provenientes do Biotério Setorial do
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceara
(NPDM-UFC). Os animais submetidos ao procedimento cirargico tinham aproximadamente
trés meses de idade, com peso entre 250-300g.

Os animais foram devidamente acondicionados em sala aclimatada a temperatura de
23° C, com estantes apropriadas e circulacdo de ar. Os animais permaneceram sob o ciclo claro-
escuro de 12/12h com agua e racdo ad libitum, no Biotério Setorial do NPDM-UFC.

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEPA-UFC) e aprovado sob o nimero de protocolo 72/14.

4.2 Inducédo da DRC

Para a inducdo da DRC, optou-se pelo modelo experimental de nefrectomia 5/6
descrito por Fujihara e colaboradores (2005). Um Unico procedimento cirargico realizou-se
para a retirada de 5/6 da massa renal dos animais (o rim direito por inteiro e infarto de 2/3 do
rim esquerdo).

Os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg,
I.p.). Posteriormente, tiveram a regido abdominal tricotomizada e a temperatura monitorada
através de um termdmetro retal. Apds assepsia da area com iodo povidona (1% de iodo ativo),
foi realizada laparotomia transversal para exposi¢do dos rins. As visceras foram rebatidas para
a esquerda para exposicdo do rim esquerdo do animal, que tiveram o hilo dissecado para
visualizagdo dos ramos anteriores e do ramo posterior da artéria renal. A remogéo de 2/3 da
massa do rim esquerdo realizou-se por isquemia seletiva de trés ramos da artéria renal — 0s
ramos que perfundem as regides posterior, anterior inferior e anterior média — para a qual
utilizamos fio cirurgico 6.0 com agulha de 13 mm (PROLENE®).

Em seguida, as visceras foram hidratadas com solucdo salina estéril e rebatidas para
direita para exposi¢do do rim direito, que foi descapsulado — para preservacdo da glandula
suprarrenal — e removido apos clampeamento do hilo renal com fio cirtrgico. As visceras foram
reposicionadas e a parede abdominal suturada, utilizando fio cirargico de Nylon 3.0. A Figura

4 demonstra as principais etapas do presente modelo experimental.
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Antes da cirurgia e ap0s 24 horas, cada animal recebeu dipirona sddica (25 mg/kg) i.p.
Logo apos a cirurgia, os animais foram mantidos em placa aquecida a 37°C até a recuperagao
da anestesia, ao fim da qual foram acomodados em caixas individuais com agua e racdo ad

libitum.

Figura 4. Etapas do modelo cirdrgico de nefrectomia 5/6 em ratos
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Representacdo esquematica do modelo de Nefrectomia 5/6 realizado no Laboratério de Farmacologia de Toxinas
Venenos e Lectinas (LAFAVET). Fonte: o autor.
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4.3 Protocolo experimental

O modelo experimental buscou induzir DRC em estagio intermediario através da
nefrectomia de 5/6 da massa renal. Nos grupos em que foi administrado enalapril, os animais
foram tratados, decorridas quatro semanas da cirurgia, com enalapril numa dose diaria
correspondente a 10 mg/kg dissolvidos na agua ingerida nas gaiolas. Para a avaliacdo
bioquimica da funcédo renal, do estresse oxidativo e dosagem de GMPc urinério 0s animais
foram divididos em quatro grupos experimentais:

- Grupo SHAM, onde os animais tiveram os dois rins apenas manipulados, sem
realizacdo de nefrectomia 5/6, e foram sacrificados ap6s 10 semanas;

- Grupo SHAM+E, onde os animais tiveram os dois rins apenas manipulados, mas sem
realizacdo de nefrectomia 5/6, sendo submetidos ao tratamento oral com enalapril (10mg/kg)
da 5% a 102 semana, ao fim da qual foram sacrificados;

‘Grupo Nx, no qual osanimais foram submetidos a nefrectomia 5/6 e foram

sacrificados para avaliagdo da progressdo da doenca apos 10 semanas;
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- Grupo Nx 5/6 +E, no qual animais foram submetidos a nefrectomia 5/6 e tratados com
enalapril (10mg/kg) v.o. entre a 5% e a 10® semana apds o procedimento cirargico, ao fim da
qual foram sacrificados.

O periodo de 4 semanas sem intervencao farmacoldgica apés a nefrectomia 5/6 faz-se
necessario para o estabelecimento da inflamagdo e das principais alteraces morfoldgicas
encontradas na DRC experimental. A Figura 5 mostra o protocolo experimental com os animais
do grupo SHAM e NXx, 0s quais ndo receberam tratamento durante as 10 semanas do estudo.
Por outro lado, a Figura 6 mostra que nos grupos SHAM+E e Nx+E o tratamento foi iniciado
apenas a partir do inicio da 5% semana, quando os animais receberam o enalapril dissolvido na
agua, calculado para uma dose de 10mg/kg.

Cada grupo continha oito animais (n=8), totalizando 32 animais. O seguinte protocolo
foi seguido: antes do sacrificio, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas, onde
permaneceram por 36 horas sob aclimatacdo com agua e racéo ad libitum. Nas ultimas 12 horas
os animais foram submetidos ao jejum, no intuito de evitar contaminagéo da urina com ragao.
Apobs este periodo, foi determinado o volume e coletado a urina para o calculo do clearence de
creatinina e da proteindria. Realizou-se coleta de 2 mL de sangue por venopuncao (veia cava)
para dosagem de marcadores da fungéo renal. A seguir os animais foram sacrificados para a
retirada do rim remanescente destinado & andlise histologica. Coletou-se uma parte do rim

esquerdo e porcdes proximais do jejuno e ileo do intestino de cada animal.

Figura 5. Desenho experimental dos grupos sem tratamento (SHAM e NXx)

Inicio da 12 semana Inicio da 52 semana Final da 102 semana

MicroperfusZo estacionariz in vivo

Colets de urinz,

ZENEUE & Fim

Estabelecimento da DRC
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Figura 6. Desenho experimental dos grupos tratados com enalapril (SHAM+E e Nx+E)

.. . Final da 102 semana
Inicio da 12 semana Inicio da 52 semana
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4.4 Microperfusdo estacionaria in vivo

4.4.1 Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg;i.p). Em seguida
foram levados a uma cama cirdrgica aquecida a 37°C. Inicialmente foi realizada uma
traqueostomia, com o intuito de facilitar a ventilagdo e, por conseguinte, evitar transtornos
respiratdrios. Logo apds, a veia jugular esquerda foi identificada e canulada para infuséo de
uma solucdo de manitol a 3%, dissolvido em solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) para manter o
animal hidratado, com diurese levemente aumentada, e melhor visualizacdo dos tibulos durante
0 experimento. Neste procedimento foi utilizada uma bomba de infusdo continua (Havard
Apparatus, MA, USA), numa velocidade de 0,05 a 0,1 mL/min.

Os animais foram posicionados em decubito lateral direito. Foi realizada uma incisao
para—lombar na parede abdominal e exposto o rim esquerdo. Foi removida a gordura perirrenal
e em seguida o rim foi fixado em uma pequena cadmara de acrilico e imobilizado por uma
solucéo de gel de Agar a 5%, dissolvido em solucéo fisiologica. Uma pequena area da superficie
renal, da regido centro—lateral, foi mantida sem gel, com o intuito de permitir o acesso das
micropipetas e do microeletrodo, manipulados com o auxilio de micromanipuladores (Leitz,

Alemanha). Durante todo o experimento esta regido foi banhada por solucéo fisioldgica a 37°
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C, com excecdo dos momentos de calibragdo do microeletrodo, nos quais utilizamos solugfes
padrdo especificas, porém também mantidas a 37°C.

A visualizacdo dos tubulos na superficie do cértex renal foi realizada por meio de um
microscopio estereoscopico (Olympus, Japdo), com aumento de 40 a 100x, sendo o rim
iluminado com cabos de fibra 6ptica acoplados a uma lampada hal6gena de baixa tensdo. Foi
posicionado uma hemicélula de Ag/AgCl na cavidade peritoneal do animal e acoplada a gaiola
de Faraday. Dessa forma, o compartimento extracelular do animal foi utilizado como nivel de

referéncia das medidas elétricas realizadas.

4.4.2 Preparo das micropipetas

Capilares do tipo Theta foram utilizados (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA)
na preparacdo de micropipetas duplas, bem como capilares do tipo simples Thin Wall (WPI,
Sarasota, FL, USA), com paredes finas e diametro de 0,8mm, para preparacdo de micropipetas
simples.

Cada capilar foi alongado em estirador vertical (Sutter Instruments, CA, USA) e foi
feito um bisel, com didmetro de 12 a 15um, na ponta das micropipetas no esmeril de um afiador
de pipetas (Sutter Instruments, CA, USA). Um dos ramos da micropipeta dupla foi entdo
preenchido por solugdo perfusora, com composicdo especifica para cada tipo de experimento,
como foi mencionado, a qual é corada com FDC-green 0,05% para facilitar a identificagdo dos
segmentos perfundidos. O outro ramo foi preenchido com 6leo de ricino corado com Sudan-
black, utilizado para bloquear uma coluna de fluido perfusor na luz tubular. A micropipeta
simples, por sua vez, foi utilizada para realizar experimentos pareados em um mesmo segmento
de tubulo e para tanto foi preenchida com uma solucdo de mesma composi¢do da solucao

controle, além da substancia a ser estudada.

4.4.3 Preparo de microeletrodos

Nos experimentos para analise de pH e da atividade de NHE3, foram utilizados
microeletrodos seletivos a hidrogénio, construidos com o uso de capilares duplos assimétricos
(WPI, Sarasota, FL, USA), onde o ramo maior apresenta 1,6mm de diametro e o ramo menor
0,8mm. Inicialmente os capilares assimétricos foram estirados verticalmente (Sutter
Instruments, CA, USA), de forma a obter-se uma ponta de aproximadamente 1,0 um de

didmetro.
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A seguir, para se efetuar a construcéo de microeletrodos seletivos a ions, é necessario
que seja realizado um tratamento do interior do ramo do capilar que foi preenchido pela resina
de troca i6nica, processo denominado de “hidrofobizac¢do”. Este procedimento é necessario
porque se o capilar é preenchido com um liquido de troca idnica, um canal hidratado persiste
entre o liquido orgénico e a superficie do vidro. O processo de hidrofobizacdo do ramo de maior
didmetro do eletrodo, que foi preenchido pela resina de troca idnica, é feito por uma silanizagéo,
que consiste na reacdo dos grupos hidroxila do vidro com o atomo de silicio do composto
organico volatil hexametildisilazano (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA).

Dessa forma, o ramo do capilar é exposto a vaporizacdo deste composto por um
periodo de 30 minutos, por meio de adi¢do de 0,2mL de hexametildisilazano a uma camara de
vidro com 15cm de altura e 5¢cm de diametro, com tampa de rosca contendo uma vedacgéo de
borracha perfurada, adaptada para a fixacdo dos microeletrodos e para impedir o vazamento do
composto. Este aparato foi entdo mantido em capela com exaustdo durante o procedimento.

O proximo passo foi o preenchimento do ramo do microeletrodo, previamente
silanizado, com uma pequena camada de 100-200um de comprimento de resina de troca inica
sensivel a hidrogénio (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA). O preenchimento foi realizado
com o auxilio de um capilar de vidro estirado manualmente em bico de Bunsen. Este
procedimento € realizado pelo menos 24 horas antes do experimento propriamente dito, para
que haja o preenchimento completo da ponta do eletrodo pela resina, que é um liquido bastante
ViSCOS0.

No momento do experimento o preenchimento deste ramo do eletrodo foi concluido
utilizando-se uma solucdo condutora especifica (130mM de NaCl, 10mM de Na2HPO4 e
10mM de NaH2PO4, pH igual a 7,0). J4 o ramo de menor didmetro do microeletrodo foi
preenchido no momento do experimento, com solucao de referéncia, composta por 1M de KCI.

Foi introduzido, ainda no ramo de referéncia, um fio de prata de 0,5mm de espessura
previamente cloretado. O processo de cloretagédo foi realizado mergulhando-se o fio de prata
em uma solucdo de 0,2N de HCI e conectando-se esta solugdo ao polo positivo de uma bateria
de 9 volts. O pélo negativo da bateria foi conectado a extremidade do fio de prata também
mergulhada em solucdo de HCI. O resultado deste procedimento é a deposigéo de ions AgCI
(insoluvel) no fio de prata através da reacao eletroquimica entre a solucdo e o fio. Este ramo do
eletrodo apresenta uma resisténcia na ponta de aproximadamente SmQ e representa o ramo de

referéncia, sendo utilizado para a medida da diferenga de potencial transepitelial.
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4.4.4 Calibragdo dos microeletrodos

O microeletrodo para a medida de pH intratubular, contendo resina de troca i6nica
sensivel a H, foi calibrado utilizando-se trés solucdes contendo 20mM de fosfato e 130mM de
NaCl a 37°C, com valores de pH ajustados para 6,5; 7,0 e 7,8 com 0,1N de NaOH ou HCI. O
microeletrodo foi mantido na superficie do rim e banhado com uma solu¢édo de cada vez. Cada
valor de pH conhecido correspondera a um valor de voltagem, medido pelo microeletrodo. A
partir da realizag¢do da curva de calibragdo se obtém um valor de “slope” em milivolts para cada

variacdo de 1 unidade de pH (Figura 7).

Figura 7 - Registro representativo da calibragdo de um microeletrodo sensivel ao hidrogénio
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O tragado representa o potencial medido entre os ramos do eletrodo durante a perfusdo do rim com solugdes de
pH conhecido. Em 1, potencial obtido na superficie renal; em 2, perfusdo com solucéo de pH 6,32; em 3, perfusato

com solucéo de pH 7,82; em 4, perfusdo com solucdo de pH 6,99.

Experimentos realizados utilizando microeletrodos com resina sensivel a H+
demonstraram que estes eletrodos possuem uma resposta linear ao pH, na faixa de 4,5-11, com
um “slope” proximo ao tedrico, sendo 57,8 mV/unidpH o valor do “slope” experimental e
58,17mV/unidpH a 20°, o valor tedrico. Estes estudos demonstraram ainda o alto grau de
seletividade da resina de troca ibnica sensivel a H*, sendo comparada a seletividade da
membrana de vidro com permeabilidade seletiva a H* (AMMANN et al., 1981). Em nossos
experimentos, microeletrodos com valores de “slope” menores que 40 mV/unidpH foram

descartados.
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4.4.5 Estudo dos efeitos da uroguanilina sobre a atividade do permutador NHE3 in vivo

em animais com doengca renal cronica.

A avaliacdo da atividade do permutador NHE3 foi realizada através de experimentos
utilizando o método de microperfusdo estacionaria “in vivo” (MALNIC; MELLO-AIRES,
1971), através do qual foi mensurado o fluxo de reabsorcdo de bicarbonato em segmentos de
tibulos proximais, considerando que cerca de 80% deste transporte ocorre através do
transportador NHE3. Com o auxilio de uma micropipeta dupla, um tabulo proximal foi
puncionado. Um ramo da micropipeta foi utilizado para injetar solucéo de perfusao corada com
verde—FDC (25 mM de NaHCO3, 100 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de CaCl2, 1,2 mM
de MgSO4). Em alguns experimentos foi adicionado a solucdo perfusora 1uM de uroguanilina
(UGN). O outro ramo foi utilizado para injetar 6leo de ricino corado com Sudan-black,

necessario para bloquear as colunas de fluido injetadas no lumen (Figura 8).

Figura 8 - Desenho esquemético do sistema experimental da técnica de microperfusdo

estacionaria

Técnica de microperfusdo em tubulos proximais: direita, pipeta de perfusao de dois ramos com P (solugédo
de perfusdo) e C (6leo de ricino); no meio, uma micropipeta adicional de um ramo (S) com solucdo experimental;
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esquerda, microeletrodo de dois ramos com resina de troca idnica sensivel a H+ (IE) e solucéo de referéncia (Ref),
introduzida em segmento proximal.

No mesmo néfron, reconhecido pela perfusdo com solucédo corada, foi implantado um
microeletrodo de dois ramos, assimétrico. Este microeletrodo foi usado para medir o pH
intratubular. Apds a calibracdo do eletrodo, foi iniciada a aquisicdo da diferenca de potencial
(DP) de curvas experimentais obtidas a partir da perfusdo intratubular com solucao perfusora
inicialmente contendo 25 mM de HCO3™ (pHO0), de pH alcalino, que é reduzido até um valor
estacionario da DP, correspondente ao nivel mais acido do pH luminal (Figura 9).

Figura 9 - Registro representativo de um experimento com microperfusdo estacionaria de

tabulos renais
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O tracado representa o potencial obtido pelo eletrodo durante a perfusdo tubular com solucdo controle. Em 1,
potencial que representa o pH tubular; em 2, perfusdo com solucdo alcalina (25 mM de NaHCO3); em 3,

recuperacdo do pH; em 4, potencial que representa o pH estacionario ao final da perfuséo.

O valor de pH obtido da maneira exposta acima foi utilizado para determinar a
concentracdo de bicarbonato na solugdo, tal como demonstra a equacdo de Henderson—
Hasselbalch, considerando a pCO2 tubular igual a do sangue arterial (MELLO-AIRES et al.,
1990; MALNIC, 1980).

A taxa de acidificagdo tubular foi expressa como a meia vida da reducdo da
concentracdo de ion bicarbonato (HCO3") ao nivel estacionario (ti2). Admitindo que a
acidificacdo da solucdo luminal ocorra de forma exponencial, o nivel de reabsor¢édo de HCO3~
(J HCO3") foi calculado através da equacao a seguir:
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HOO3

i - . r
== (HCO, ~HCO, )+ 5
Lt/

# /2

Onde ty» € a meia vida da reabsorgdo de bicarbonato, r é o raio do tubulo, e [HCO37]0
e [HCO3]S sdo as concentracdes de HCO3 injetada e HCO3  a nivel estacionario,
respectivamente. Os fluxos de HCO3™ assim obtidos foram dados por cm2 de area de epitélio.

Em cada animal foram perfundidos de 1 a 4 tGbulos proximais; desta maneira, o valor
de “N” indicado para as médias obtidas correspondera ao namero de tubulos perfundidos.

A aquisicdo de dados foi feita a cada 0,5 s pelo sistema de aquisi¢cdo de dados da Lynx,
Sdo Paulo, sendo os dados depois exportados para o Excel (Microsoft, USA). No Excel, a partir
dos valores tubulares em mV e de calibracdo obtidos para cada eletrodo, os valores de pH,
HCO3", t1/2 e JHCO3 foram calculados por um programa VisualBasic e os valores de t1/2,
JHCO3", HCO3 estacionario e pH estacionario foram analisados estatisticamente para

determinar a significancia das diferencas entre 0s grupos experimentais.

4.5 Avaliacdo de parametros gerais em gaiolas metabdlicas

Os animais foram acomodados em gaiolas individuais e avaliados num periodo de 12
horas. Para cada animal, os seguintes procedimentos foram adotados:
. Avaliacdo do peso corporal;
. Avaliacdo do volume urinério.
Usando as amostras coletadas de urina e sangue, foram avaliados parametros

bioguimicos de funcdo renal: creatinina e uréia sérica e creatinina e proteina urinaria.
4.6 Andlise da fungéo renal

4.6.1 Procedimentos realizados nas amostras de sangue

Ap0s a cirurgia, as amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 rota¢des por minuto
(rpm). Finalizada esta etapa, foi retirado com o auxilio de uma pipeta calibrada o soro das
amostras de sangue. Todas as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até o dia das

analises biogquimicas.
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4.6.2 Dosagem da creatinina sérica e urinaria

Para a determinacdo quantitativa de creatinina no soro e na urina utilizou-se o método
de Jaffé modificado, através do kit Creatinina K (Ref.:96) da Labtest. Os resultados foram

expressos em mL/min.

4.6.3 Célculo da Taxa de Filtracdo Glomerular

Para a determinacdo da funcdo renal dos animais no decorrer do experimento, foi
estimada a TFG, através do clearence de creatinina (Clcreat). Para o célculo da funcdo renal, a
seguinte formula foi utilizada:

Clereat =CU X V/ Cp x TX M

Sendo: CU = creatinina urinaria, em mg/dL; V = volume urinario, em mL/min; CP=
creatinina plasmatica, em mg/dL; T=tempo, em minutos; M=peso do rim esquerdo em grama.

Para coleta de urina de 24 horas os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas.
Em cada frasco coletor de urina adicionou-se 1mL de 6leo mineral, no intuito de evitar a

evaporacdo de alguma fracdo da urina.

4.6.4 Dosagem de uréia sérica

No intuito de determinar quantitativamente a uréia no soro dos animais, utilizou-se o
Kit uréia CE (Ref:27), seguindo o principio do método colorimétrico do azul de indofenol. Ao

fim da dosagem, os resultados foram expressos em mg/dL.

4.6.5 Determinagdo de proteinas na urina

Para dosagem de proteinas na urina, utilizou-se o Kit Sensitprot (Ref.:36) da
Labtest, através do método colorimétrico do vermelho de piragalol. Os resultados foram
expressos em miligrama por 24 horas (mg/24h), ultilizando-se do valor do volume urinario de

cada animal nas gaiolas metabdlicas.
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4.6.6 Calculo da fracdo de excrecdo de sédio

Utilizando o método eletrodo ion seletivo, por meio do analisador de eletrélitos 9180
(Roche, Brasil), foi mensurado os niveis séricos e urinarios de Na*. Posteriormente, calculou-
se a FENa", a partir da seguinte formula:

FENa*= (Clearence de Na*/ Clearence de creatinina) x 100

4.7 Avaliacdo do estresse oxidativo no rim

4.7.1 Determinagdo da concentragdo de malonaldeido no tecido renal de ratos

Com o objetivo de confirmar o dano oxidativo direto no tecido renal, o grau de
lipoperoxidacéo nos tecidos foi mesurado por meio da determinacédo dos niveis de MDA através
das substancias reativas com acido tiobarbiturico TBARS, conforme o método de Ohkawa et al
(1979). Foi feito homogenato dos tecidos renais a 10% em soluc¢éo de cloreto de potéssio (KCI)
0,15 M. Retirou-se 250 pL do homogenato e, em seguida, foi adicionado 1,5 mL de &cido
fosforico (HsPO4) 1% + 500 uL de solugéo de &cido tiobarbitarico 0,6%. Colocou-se em banho
fervente (95-100 °C) por 45 minutos. A mistura foi resfriada em agua corrente e, a seguir, foi
adicionado 2 mL de n-butanol. O tubo foi agitado no vértex por 1 min. e centrifugado a
1200rpm/15min. Apds a centrifugacdo foi retirado a fase organica para realizacao da leitura em
espectrofotdmetro (520-535 nm). Os resultados foram expressos em nMols de malonaldeido
(MDA) por mg de proteina. A concentragdo de proteinas foi medida utilizando o método
adaptado de Bradford (1976).

4.7.2 Avaliacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD) em tecido renal

A atividade da enzima SOD foi avaliada medindo-se a capacidade de inibir a reducéo
fotoquimica do azul de nitro-tetrazolio (NBT). Nesse método a riboflavina reduzida
fotoquimicamente gera O2” o qual reduz o NBT produzindo formazan, que absorve no

comprimento de onda de 560nm segundo o metodo de Sun et al., (1988). Na presenca de SOD
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a reducdo do NBT ¢€ inibida, determinando que é a quantidade de SOD necessaria para inibir a
taxa de reducdo do NBT em 50%.

O homogenato (10% em tampéo fosfato) foi centrifugado (10 minutos, 3600 rpm a
4°C). O sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 min, 12000 rpm, 4°C). Para a
realizacdo do ensaio utilizou-se o sobrenadante. Em uma camara escura foram misturados 1mL
do meio de reacédo (tampéo fosfato 50mM, EDTA 100nM e L-metionina 13mM pH 7,8) 30 uL
da amostra, 150uL do NBT 75uM e 300 pL de riboflavina 2uM. Os tubos contendo a solugao
obtida foram expostos a lampadas fluorescentes (15W) por 15 minutos. A leitura foi feita
espectrofotdmetricamente em 560nm. Os resultados foram expressos em unidades da enzima

por grama de proteina.

4.8 Dosagem de GMPc na urina

A Guanidina 3’-5’-monofosfato ciclica (GMPc) foi descoberta em 1963 (ASHMAN
et al., 1963) e estd envolvida em inumeros processos bioldgicos, como o efeito natriurético.
Alguns hormonios, como acetilcolina, inulina e ocitocina, além de serotonina e histamina
aumentam a concentracdo de GMPc. Peptideos, como o ANP, que relaxam o musculo liso
vascular também séo responsaveis por elevacdo de GMPc.

As urinas provenientes dos rins isolados de rato foram utilizadas para determinagéo
GMPc, sendo previamente diluidas (1:50) no tampédo do Kit segundo as recomendagdes do
fabricante (Sigma). O Kit utilizado foi imunoensaio competitivo em microplacas de 96 pocos,
para a determinacao quantitativa de GMPc. A dosagem consistiu na utilizacdo de um anticorpo
policlonal que se liga ao GMPc ou a fosfatase alcalina complexada ao GMPc (complexo
presente no Kit) de maneira competitiva. As amostras ou padrdes foram, entdo, incubados a
temperatura ambiente e, em seguida, adicionado um substrato para a enzima fosfatase alcalina.

Ap0s um breve periodo de incubagdo a reagdo foi parada com solugdo “stop” e a cor
amarela formada foi lida em 405nm. A intensidade da cor formada foi inversamente
proporcional a concentracdo do GMPc nas amostras. Os resultados foram calculados a partir da
curva padrdo dos controles e expressos em pmol/mL/g, compilados em intervalos de 30

minutos.
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4.9 Analise estatistica

Para andlise estatistica, todos os dados foram expressos como média + erro padréo da
média e analisados através do programa GraphPad Prism utilizando anélise de variancia
(ANOVA), pbs- teste de Bonferroni para os parametros bioquimicos e pos teste de Tuckey para
os dados provenientes da técnica de microperfusdo estacionaria in vivo. Valores de P < 0,05

foram considerados significantes.
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5.RESULTADOS

5.1 Taxa de sobrevida dos animais

Durante as 10 semanas do protocolo experimental, ndo foram verificadas mortes de
nenhum animal nos grupos SHAM e SHAM+E. No grupo NXx, a sobrevida foi de 85% até a
segunda semana e reduziu-se para 70% antes do fim da décima semana. No grupo NX+E a

sobrevida foi de 88% até a segunda semana, permanecendo neste valor ao fim das 10 semanas.

5.2 Peso corporeo e renal

A nefrectomia 5/6 reduziu significativamente o peso dos animais da 22 a 10? semana
apos o procedimento cirargico. O tratamento com o enalapril ndo recuperou o peso dos animais

nefrectomizados quando comparado ao grupo SHAM, conforme observado na figura 10.
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Figura 10: Curva de crescimento animal no decorrer do protocolo experimental
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A figura expressa a média + E.P.M do peso dos animais em cada grupo a cada duas semanas a partir do
procedimento cirdrgico até a semana do sacrificio. Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado
tratado com enalapril (10mg/kg) v.o.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril
(10mg/kg) v.o. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferengas
significativas foram observadas entre o grupos SHAM vs Nx (*P<0,05; ***p<0,001)

Apbs a determinacdo do peso do rim esquerdo de cada animal, foi observado que o
grupo Nx apresentou maior massa em relacdo ao grupo SHAM, o que demonstra que a
nefrectomia 5/6 foi eficaz em induzir hipertrofia e edema renal em resposta a sobrecarga dos
néfrons remanescentes. O grupo Nx+E apresentou peso renal reduzido comparado a NX,
conforme demonstrado na figura 11. A figura 12 ilustra a razdo do peso do rim esquerdo em
funcdo do peso corporeo total dos animais ao final do protocolo experimental, o que reforga o

ganho de massa renal.
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Figura 11: Efeito do tratamento com enalapril no peso renal apds a nefrectomia 5/6
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M do peso do rim esquerdo em cada grupo. Grupos: SHAM:
controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril (10mg/kg) v.o.; Nx: nefrectomia 5/6; NX+E:
nefrectomia 5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni. As seguintes diferengas significativas foram determinadas: +++P<0,001 vs SHAM,
***P<(,001 vs NX.

Figura 12: Efeito do enalapril sobre a razdo do peso renal pelo peso corpéreo dos animais 10

semanas apos a nefrectomia 5/6
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M da razdo do peso do rim esquerdo pelo peso corpéreo total dos
animais de cada grupo. Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril

(10mg/kg) v.o.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A andlise
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estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. As seguintes diferencas significativas foram
determinadas: +++P<0,001 vs SHAM, **P<0,01 vs Nx; aaP<0,01 vs SHAM.

5.3 Determinagéo do volume urinario de 24 horas
Conforme expresso na tabela 1, ndo houve diferencas significativas no volume urinario
dos animais nefrectomizados em relacdo ao grupo SHAM. O tratamento oral com enalapril em

animais nefrectomizados também néo resultou em alteracfes no volume urinario em relacdo ao

grupo Nx.

Tabela 1: Efeito do enalapril no volume urindrio em animais controles e nefrectomizados

SHAM SHAM +E NX NX + E
VOLUME

URINARIO 21,67 +3,8 2381+5,3 25,88 + 6,9 20,98 + 2,99
(mL/24h)

Os valores da figura expressam a média + E.P.M do fluxo urindrio em 24 horas em cada grupo. Grupos: SHAM:
controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril (10mg/kg) v.o.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E:
nefrectomiab/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A anélise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo

teste de Bonferroni. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos.

5.4 Avalicdo de parametros de funcéo renal

5.4.1 Fungéo glomerular

No intuito de avaliar a funcdo glomerular (tabela 2), foram determinados os niveis de
creatinina no soro e na urina dos animais, com o intuito de estipular a taxa de filtracdo
glomerular (TFG).

Foi observada uma acentuada queda na TFG induzida pela nefrectomia 5/6. A figura
13 mostra o enalapril atenuou a queda da TFG nos animais com doenca renal. Dessa forma, o
tratamento com enalapril representa uma alternativa eficaz para a melhora na dinamica

glomerular, retardando a progresséo da doenga.
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Figura 13: Efeito do tratamento com enalapril na TFG em animais com DRC experimental
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M da taxa de filtracdo glomerular (TFG) nos diferentes grupos
experimentais. Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril (10mg/kg)
v.0.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E: Nefrectomia 5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A andlise estatistica foi
realizada por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas entre os
grupos Nx vs SHAM (***P<0,001); Nx + E vs SHAM (23P<0,05); Nx+E vs Nx ("P<0,05); vs SHAM.

O modelo experimental abordado neste estudo mostrou-se eficaz em induzir aumento
significativo dos niveis de creatinina na circulacdo, o que corrobora com os resultados da DRC
observados na clinica. O tratamento oral com enalapril atenuou os niveis elevados de creatinina
em relacdo ao grupo lesado, conforme observado na figura 14.

A nefrectomia 5/6 provocou um aumento significativo de uréia nos niveis séricos dos
animais, refor¢ando o achado de uremia na DRC. O grupo tratado com enalapril apresentou
menores niveis de uréia quando comparados ao grupo doente renal sem tratamento, conforme

observado na figura 15.

Figura 14: Efeito do tratamento com enalapril nos niveis de creatinina sérica em animais com

DRC experimental
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M dos niveis séricos de creatinina nos diferentes grupos
experimentais. Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril (10mg/kg)
v.0.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A anlise estatistica foi
realizada por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas entre os

grupos Nx vs SHAM (***P<0,001) e Nx+E vs Nx ("P<0,01).
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Figura 15: Niveis de uréia sérica em ratos submetidos a nefrectomia 5/6
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M dos niveis séricos de uréia nos diferentes grupos experimentais.

Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril (10mg/kg) v.o.; Nx:

nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A anélise estatistica foi realizada

por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas apenas entre 0s grupos

NX vs SHAM (+++P<0,001); Nx+E vs Nx (**P<0,01).

Foi constatado um aumento acentuado dos niveis de proteinas na urina no grupo Nx

em relacdo ao grupo SHAM, conforme observado na figura 16. Essa diferenca reflete a injuria

ocasionada nos componentes estruturais do glomerulo observada na progressao da DRC. Este

estudo demonstrou uma expressiva reversao da proteindria induzida pelo enalapril, reforcando

o papel antiproteinurico dos inibidores da ECA. A tabela 2 mostra os valores quantitativos dos

parametros de fungdo glomerular dos grupos em estudo.
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Figura 16: Efeito do enalapril na proteintria em animais submetidos a nefrectomia 5/6
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M da proteiniria em miligrama por hora nos diferentes grupos
experimentais. Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril (10mg/kg)
v.0.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A anlise estatistica foi
realizada por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas entre o0s
grupos Nx vs SHAM (***P<0,001); Nx+E vs Nx (""P<0,01); Nx+E vs SHAM (?P<0,01).
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Tabela 2: Parametros de funcao glomerular nos diferentes grupos experimentais

Parametros SHAM SHAM+ E NX Nx+E
TFG
(mL/min/g 0.840.07 0.86:0.02 0.25 + 0.04" Qs
de rim)
Creatinina X
0.63%0.05 0.62+0.04 1.33+0.16*** 0.83+0.087aaa
(mg/dL)
Uréia -
(mg/dL)
Proteinuria S
9.22+1.02 13.60+1.89 178.54+20.1++ 1548.
(mg/24h)

Os valores da figura expressam a média + E.P.M de cada variavel estudada nos diferentes grupos experimentais.
Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril (10mg/kg) v.o.; NXx:
nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos Nx vs
SHAM (***P<0,001); NX+E vs Nx ("P<0,01). Nx+E vs SHAM (3P<0,05, 3P<0,001).

5.4.2 Funcéo tubular

A fracdo de excrecdo de sédio (FENa") representa o percentual de sodio filtrado pelo
glomérulo gue ndo é reabsorvido a nivel tubular. O grupo submetido a retirada de 5/6 da massa
renal apresentou maior FENa*" em relacdo aos grupos SHAM e SHAM+E. Enguanto isso, 0
tratamento oral com enalapril no grupo nefrectomizado resultou em reducdo da FENa*™ em
relacdo ao NXx.

Né&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de sédio no soro dos animas
dos diferentes grupos em estudo. A tabela 3 apresenta os valores dos parametros de sédio sérico

e urinario, além da FENa*.
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Tabela 3: Processamento do sodio nos diferentes grupos experimentais

Parametros SHAM SHAM+ E NX Nx+E
FENa' 1.49 +0.16 1.75+0.19 3.65£0.56" 2.11+0.33"
Na* sérico
139.46 + 0.89 145.0+5.99 138.00+0.78 135.43+2.11
(umol/mL)
Na*urinario
133.4+10.90 115.07+1.88 114.35+8.19 N
(umol/mL)

Os valores da figura expressam a média + E.P.M da fragdo de excrecdo de sodio (FENa*), sodio sérico e sddio
urinario nos diferentes grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado
tratado com enalapril (10mg/kg) v.o.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia 5/6 tratados com enalapril
(10mg/kg) v.o. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas
significativas foram observadas entre os grupos Nx vs SHAM (++P<0,01); Nx + E vs SHAM (®P<0,05); NX+E vs
Nx (*P<0,05).

5.5 Avaliagao do estresse oxidativo em tecido renal

5.5.1 Quantificagdo de malonaldeido em tecido renal

O grupo nefrectomizado apresentou aumento significativo de MDA, refletindo
disfuncdo altos niveis de peroxidacao lipidica induzida pelo modelo de nefrectomia 5/6.
Enquanto isso, o grupo nefrectomizado tratado com enalapril foi eficaz em reduzir os niveis de

MDA induzidos pela DRC, conforme mostrado na figura 17.
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Figura 17: Quantificacdo do molondealdeido em tecido renal
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M dos niveis renais de molondealdeido (MDA) nos diferentes
grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril
(10mg/kg) v.o.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A analise

estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas

Fekk

entre os grupos Nx vs SHAM (**P<0,001); Nx + E vs SHAM (?*P<0,001) e Nx+E vs Nx (" P<0,001).

5.5.2 Avaliacdo da atividade da superdxido dismutase em tecido renal

Os grupos nefrectomizados tratado e ndo tratado com enalapril apresentaram queda
significativa da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), indicando reducédo na defesa
antioxidante induzida pela DRC. N&o houve protecdo por parte do enalapril neste parametro

em relacdo ao grupo ndo tratado, conforme observado na figura 18.
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Figura 18: Determinacdo da atividade da superoxido dismutase em tecido renal
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M da atividade da superéxido dismutase nos diferentes grupos
experimentais. Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril (10mg/kg)
v.0.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A analise estatistica foi
realizada por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas entre os
grupos Nx vs SHAM (***P<0,001); NX+E vs SHAM (P<0,001).

5.6 Quantificacdo urinaria de GMPc

Os niveis urinarios de GMPc encontraram-se reduzidos dos animais com DRC, quando
comparados ao grupo falso operado. O grupo com DRC tratado com enalapril apresentou
valores de GMPc urinarios elevados em relacdo ao grupo Nx, conforme observado na figura

19.
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Figura 19: Quantificacdo de GMPc na urina
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) nos diferentes
grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle operado; SHAM+E: controle operado tratado com enalapril
(10mg/kg) v.o.; Nx: nefrectomia 5/6; Nx+E: nefrectomia5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. A analise
estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas
entre 0s grupos Nx vs SHAM (***P<0,001); Nx+E vs SHAM (?3P<0,001); Nx+E vs Nx ("P<0,05).

5.7 Avaliacdo do comportamento do tubulo proximal pela técnica de microperfusao

estaciondria

5.7.1 Efeito da DRC sobre o tibulo proximal

Através da realizacdo dos experimentos de microperfusdo estacionéria in vivo, foi
constatado uma reducdo do fluxo de reabsorcdo de bicarbonato (JHCO3) nos animais
submetidos a nefrectomia 5/6, quando comparado ao grupo controle conforme observado na
figura 20. Além disso, observou-se que o enalapril atenuou a queda do JHCO3™ induzida pela
DRC.

O bicarbonato estacionério [HCOs7, isto €, a concentratacdo de bicarbonato no tubulo
proximal, encontrou-se aumentada em relagéo ao grupo SHAM, conforme visto na figura 21.
O grupo tratado com enalapril, por sua vez, apresentou [HCO3z] menor que 0 grupo

nefrectomizado.
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Figura 20: Efeito da DRC sobre o fluxo de reabsorcdo de bicarbonato no tubulo proximal
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Os valores da figura expressam a media + E.P.M do fluxo de reabsorcao de bicarbonato (JHCO3-) nos diferentes
grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle operado (n=9); Nx: nefrectomia 5/6 (n=9); Nx+E: nefrectomia5/6
tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. (n=10). A analise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos; Nx vs SHAM (***P<0,001); Nx + E vs
SHAM (¥P<0,01) Nx+E vs Nx (*P<0,05).

Figura 21: Efeito da DRC sobre o bicarbonato estacionario no tabulo proximal
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M do bicarbonato estacionario [HCO3-] nos diferentes grupos
experimentais. Grupos: SHAM: controle operado (n=9); Nx: nefrectomia 5/6 (n=9); Nx+E: nefrectomia 5/6 tratado
com enalapril (10mg/kg) v.0. (n=10). A analise estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos; Nx vs SHAM (**P<0,01); Nx+E vs Nx

(***P<0,001).
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Outra variavel avaliada neste estudo foi a meia-vida reacidificagcdo tubular (ti2) no
tubulo proximal. Nesse sentido, observou-se aumento do ti» nos animais submetidos a
nefrectomia 5/6. Paralelamente, o enalapril atenuou esse aumento induzido pela doenca renal,
conforme observado na figura 22.

Por fim, foi calculado o potencial hidrogeni6nico estacionario (pHe) intratubular no
tibulo proximal (figura 23). O pHe foi maior no grupo Nx comparado ao grupo SHAM.
Nenhuma outra diferenca adicional foi encontrada.

Figura 22: Meia-vida de reacidificacao tubular no tabulo proximal
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Os valores da figura expressam a méedia + E.P.M do tempo de meia-vida de reacidificagdo tubular (ti2) nos
diferentes grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle operado (n=9); Nx: nefrectomia 5/6 (n=9); Nx+E:
nefrectomia 5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. (n=10). A andlise estatistica foi realizada por ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos; Nx vs SHAM
(***P<0,001); Nx+E vs SHAM (3P<0,001); Nx+E vs Nx (*P<0,05).
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Figura 23: Potencial hidrogeniodnico estacionario no tubulo proximal
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M do potencial hidrogeni6nico estacionario (pHe) no tabulo
proximal nos diferentes grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle operado (n=9); Nx: nefrectomia 5/6
(n=9); Nx+E: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril (10mg/kg) v.o. (n=10). A analise estatistica foi realizada por
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas significativas foram observadas entre 0s grupos; Nx vs
SHAM (**P<0,01).

5.7.2 Efeito da infusdo de uroguanilina no tubulo proximal de ratos com DRC

No presente estudo, foi observado que infusdo de UGN no tubulo proximal de animais
submetido a nefrectomia 5/6 ndo foi capaz de promover resposta em nenhum dos parametros
avaliados na técnica de microperfusdo estaciondria in vivo, conforme verificado nas figuras 24
a27.
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Figura 24: Efeito da uroguanilina sobre o fluxo de reabsor¢do de bicarbonato no tabulo

proximal de ratos submetidos & nefrectomia 5/6
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M do fluxo de reabsorcéo de bicarbonato (JHCOz') . Grupos: Nx:
nefrectomia 5/6 (n=9); Nx+UGN: nefrectomia 5/6 com infusdo de uroguanilina (1uM) no tdbulo proximal durante
0 experimento de microperfusdo (n=8). A analise estatistica foi realizada por teste t de student. Ndo foram

observadas diferengas estatisticas entre os grupos.

Figura 25: Efeito da uroguanilina sobre o bicarbonato estaciondrio [JHCO3-] no tdbulo

proximal de ratos submetidos a nefrectomia 5/6
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M do bicarbonato estacionario [JHCO3]. Grupos: nefrectomia 5/6

(n=9); Nx+UGN: nefrectomia 5/6 com infusdo de uroguanilina (1uM) no tubulo proximal durante o experimento
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de microperfusdo (n=8). A analise estatistica foi realizada por teste t de student. Ndo foram observadas diferengas
estatisticas entre os grupos.

Figura 26: Efeito da uroguanilina sobre a meia-vida de reacidificacdo no tubulo proximal de

ratos submetidos a nefrectomia 5/6
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M da meia-vida de reacidificacdo tubular (t2). Nx: nefrectomia
5/6 (n=9); Nx+UGN: nefrectomia 5/6 com infusdo de uroguanilina (1uM) no tabulo proximal durante o
experimento de microperfusdo (n=8). A analise estatistica foi realizada pelo teste t de student. N&o foram
observadas diferencas estatisticas entre os grupos.

Figura 27: Efeito da uroguanilina sobre o potencial hidrogenidnico estacionario no tdbulo
proximal de ratos submetidos a nefrectomia 5/6
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M potencial hidrogenibnico estacionario (pHe). Grupos: Nx:

nefrectomia 5/6 (n=9); Nx+UGN: nefrectomia 5/6 com infuséo de uroguanilina (1uM) no tdbulo proximal durante
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0 experimento de microperfusdo (n=8). A analise estatistica foi realizada pelo teste t de student. Nao foram

observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos.

5.7.3 Efeito da infusdo de uroguanilina no tabulo proximal de ratos com DRC tratados com

enalapril

Ao contrério dos animais com DRC ndo tratados, os animais tratados com enalapril
passam a responder a infusdo de UGN no tdbulo proximal. Dessa forma, o grupo Nx + E +
UGN apresentou o fluxo de reabsorcao de bicarbonato (JHCO3") reduzido quando comparado
ao grupo Nx + E, conforme observado na figura 28. Ademais, o bicarbonato estacionario
([JHCOgz]) foi aumentado no grupo Nx + E + UGN versus o grupo Nx + E (figura 29).

Figura 28: Efeito da uroguanilina sobre o fluxo de reabsorcdo de bicarbonato no tabulo

proximal de ratos submetidos a nefrectomia 5/6 tratados com enalapril
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M do fluxo de reabsorcdo de bicarbonato (JHCOs") . Grupos: Nx +
E: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril (n=10); Nx+ E + UGN: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril com infuséo
de uroguanilina (1uM) no tdbulo proximal durante o experimento de microperfusdo (n=7). A analise estatistica foi
realizada pelo teste t de student. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos: Nx + E + UGN vs

NXx + E (%“P<0,001).
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Figura 29: Efeito da uroguanilina sobre o bicarbonato estacionario no tubulo proximal de ratos
submetidos a nefrectomia 5/6 tratados com enalapril
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M do bicarbonato estacionario [JHCO3] . Grupos: Nx + E:
nefrectomia 5/6 tratado com enalapril (n=10); Nx+ E + UGN: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril com infuséo
de uroguanilina (1uM) no tabulo proximal durante o experimento de microperfusdo (n=7). A analise estatistica foi
realizada pelo teste t de student. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos: Nx + E + UGN vs
NXx + E (%“P<0,001).

De acordo com a figura 30, ndo houveram diferencas estatisticas entre os dois grupos
estudos. Por outro lado, verificou-se aumento do pH estacionario no grupo Nx + E + UGN
quando comparado ao grupo Nx + E, conforme visto na figura 31.

Finalmente, os valores numéricos de todos os grupos estudados na microperfusao

estacionaria encontram-se na tabela 4.
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Figura 30: Efeito da uroguanilina sobre a meia-vida de reacidificacdo no tdbulo proximal de
ratos submetidos & nefrectomia 5/6 tratados com enalapril

8 1 d
—
6 5 |
O
a4
—
2—
0 i
Nx + E Nx + E+UGN

Os valores da figura expressam a média + E.P.M da meia-vida de reacidificagdo tubular. Grupos: Nx + E:
nefrectomia 5/6 tratado com enalapril (n=10); Nx+ E + UGN: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril com infuséo
de uroguanilina (1uM) no tabulo proximal durante o experimento de microperfusdo (n=7). A analise estatistica foi

realizada por teste t de student. N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos.

Figura 31: Efeito da uroguanilina sobre o potencial hidrogenidnico estacionario no tdbulo

proximal de ratos submetidos a nefrectomia 5/6 tratados com enalapril
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Os valores da figura expressam a média + E.P.M do potencial hidrogenidnico estacionario [pHe] . Grupos: Nx +
E: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril (n=10); Nx+ E + UGN: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril com infusdo

de uroguanilina (1uM) no tdbulo proximal durante o experimento de microperfusdo (n=7). A analise estatistica foi



72

realizada por teste t de student. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos: Nx + E + UGN vs Nx
+ E (9P<0,01).

Tabela 4: Valores numéricos dos grupos estudados na técnica de microperfusdo estacionéria in

Vivo.

Parametros SHAM SHAM+UGN NXx Nx+UGN Nx+E Nx+E+UGN
JHCO3# 2

2.30+0.16 1.31 +0.15%# 150+ 0.11** 1.63+0.17 1.82+0.20% 1.38 + (0.124ddd
(nmol.cm2.s%)
[JHCO3s] mM 5.16 £ 0.14 5.93 +£0.31%# 6.17 £ 0.21*** 578+ 0.10 5.49+0.08" 5.95 + (.13ddd
t12(S) 4.23+0.18 7.54 +0.12%# 6.59+0.29*** 7.20+0.39 6.12+0.332 58+ (.19¢
pHe 6.76 £ 0.10 6.90 + 0.05%# 6.87 +0.06" 6.80 +0.07 6.83+0,05™ 6.91 + 0.054%

Os valores da figura expressam a média + E.P.M do fluxo de reabsor¢do de bicarbonato (JHCOgsY), bicarbonato
estacionrio ([JHCOs]), meia-vida de reacidificagdo tubular (t12) e potencial hidrogeniénico estacionario (pHe). Grupos:
SHAM: controle operado; Nx: nefrectomia 5/6; Nx + UGN: nefrectomia 5/6 com infusdo de uroguanilina (10> Mm) no
tlbulo proximal durante o experimento de microperfusdo; Nx + E: nefrectomia 5/6 tratado com enalapril; Nx+ E + UGN:
nefrectomia 5/6 tratado com enalapril com infusdo de uroguanilina (1uM) no tdbulo proximal durante o experimento de
microperfusdo. A anélise estatistica foi realizada por ANOVA seguidpa pelo teste de Tukey. Diferencas significativas
foram observadas entre os grupos: SHAM+UGN vs SHAM (*#P<0,001) Nx vs SHAM (**P<0,01, ***P<0,001); NXx+E vs
Nx (*P<0,05, ***P<0,001); Nx+E vs SHAM (®P<0,01, 22P<0,001); Nx+E+UGN vs Nx+UGN (9P<0,05, %p<0,01,
dddp<(,001).
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6 DISCUSSAO

A doenga renal cronica (DRC) evolui normalmente de forma lenta até atingir a fase
terminal, quando h& perda significativa das funcdes do rim. A capacidade de reserva renal torna
0 rim apto a manter a homeostase por longos periodos, apesar da progressdo da doenca.
Contudo, o rim “paga um pre¢o” no intuito de garantir tal margem adaptativa, através de um
mecanismo conhecido por “trade-off” (troca ou barganha). Dessa forma, 0s rins ajustam-se de
forma eficiente a perda cronica de néfrons (TAAL; BRENNER, 2012).

No intuito de estudar a fisiopatologia e farmacologia relacionada a DRC, o modelo
cirurgico de nefrectomia 5/6 (nx 5/6) tem sido o mais utilizado na literatura, ja que simula os
mecanismos de “trade-off” renal comuns as espécies de seres humanos e em roedores. A técnica
de infarto aqui utilizada mostra-se superior em relacdo a técnica de resseccao dos polos renais
seguida por eletrocauterizacdo (MA; FOGO, 2003). Tal fato é evidenciado por uma ativacao
mais eficaz do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) quando se opta pelo modelo de
infarto (EDDY et al., 2012). Hirose e colaboradores (2010), em um estudo com animais
submetidos a nx 5/6, através bloqueio de ramos da artéria renal, observou aumento dos
receptores de renina no rim remanescente, reforcando o papel desta via na DRC. Sabe-se que
hiperatividade simpatica, evidenciada pelo aumento nos niveis sanguineos de horménios do
SRAA, constitui um fendmeno intrinseco a fisiopatologia da DRC (SLEE, 2012).

Respostas hemodinamicas glomerulares a perda de néfrons sdo observadas tanto neste
modelo de ablacdo renal em ratos como na doenca em humanos (GHOSH et al., 2009). Estudos
mostram um aumento de 50% na taxa de filtracdo glomerular (TFG) de um Unico néfron apos
8 dias da cirurgia. Esta adaptacdo se consolida apés cerca de 16 dias decorrentes da nx 5/6,
quando had um aumento de 300% na filtragdo em cada néfron remanescente (TAAL;
BRENNER, 2012).

Este aumento no trabalho dos néfrons é proveniente de alteracdes adaptativas nas
resisténcias das arteriolas aferente e eferentes, resultando em elevagéo da pressao hidraulica no
capilar glomerular (Pcc). Mediadores desse processo de ajuste do rim a redugdo no numero de
néfrons incluem angiotensina Il (Angll), endotelinas, eicosanoides, 6xido nitrico e peptideos
natriuréticos (VEJAKAMA et al., 2017).

Apesar da acdo positiva desses componentes no que concerne 0 aumento
compensatdrio da filtracdo de cada néfron remanescente, ha um “prego” que o rim deve pagar
no intuito de manter suas fungdes homeostaticas normais: o da hipertensao intraglomerular, da

hipertrofia e da ativacdo do processo inflamatdrio e do aumento do estresse oxidativo no rim
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(HOSTETTER, 1995). Algumas evidéncias experimentais sugerem que um aumento na tensao
na parede glomerular, devido ao aumento de Pcg, pode ser prejudicial as trés camadas presentes
no glomeérulo: endotélio, membrana basal e podocitos (CORTES et al., 1996). Esse estresse
constante promove a glomeruloesclerose, em virtude da ativacdo continua do processo
inflamatorio (AKINLOYE, 2018). Nesse sentido, constatou-se em estudo histopatoldgico
prévio de nosso grupo de pesquisa uma inducdo significativa de glomeruloesclerose ap6s 10
semanas decorridas da nx 5/6 (COSTA, 2015).

Além das modificacdes na dindmica glomerular, algumas alteragcdes sdo observadas
também na funcdo tubular. Esse processo adaptativo é responsavel por manter constante os
niveis sanguineos de eletrélitos, como o sdédio e o potassio, e € ainda mais drastico quando
comparado ao que ocorre ao nivel glomerular. A regido tubular mais afetada morfologicamente
e funcionalmente constituiu o tubulo proximal. Em resposta a ablagéo renal, observou-se uma
elevacdo em 17% no didmetro luminal e 35% no comprimento dessa regido do tubulo, estando
esse processo relacionado aos danos a regido tubulo-intersticial do néfron (HAYSLETT,;
KASHGARIAN; EPSTEIN, 1968).

Conforme esperado, 0 modelo experimental realizado no presente estudo apresentou
perfil bioquimico caracteristico de uma nefropatia crénica em fase intermediaria: aumento
moderado dos niveis de uréia e creatinina plasmatica, associado a niveis elevados de
proteinuria, o que esta de acordo com outros trabalhos na literatura (EDDY et al., 2012).

Quanto ao farmaco utilizado, escolheu-se o maleato de enalapril para o estudo da
modulacdo do SRAA. Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA), ao
contrério dos antagonistas dos receptores de angiotensina Il, ndo sdo fotossensiveis, e
apresentam maior estabilidade em agua, tornando-os mais adequados para um tratatamento
prolongado, o que justifica sua escolha no presente trabalho. Ademais, o enalapril, dentre os
IECA, constitui um pré-farmaco hidrolisado por esterases no figado, produzindo um &cido
dicarboxilico ativo, o enalaprilate, um inibitor altamente potente da ECA. O enalaprilate
apresenta também uma meia-vida de eliminagcdo mais prolongada do que amaioria dos farmacos
desta classe (DANDAN, 2012).

No presente estudo, observou-se durante o decorrer do protocolo experimental, reducdo
do peso corpéreo induzido pela nefrectomia. Este resultado estd de acordo com o encontrado
por Li e colaboradores (2012), onde a nx5/6 provocou uma queda na massa corporea em todas
as semanas analisadas ap0s a cirurgia.

Foi verificado também aumento do peso do rim nos animais Nx em relagcdo ao SHAM,

0 que caracteriza uma hipertrofia renal em resposta a sobrecarga imposta aos nefrons no periodo
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de 10 semanas. Este achado pode estar relacionado a presenga de acentuada inflamagdo dos
néfrons remanescentes descritos em alguns estudos com nx 5/6 (FLECK et al., 2006). A
chamada hipertrofia renal, inclui tanto a hiperplasia (aumento no nimero de células) e a prépria
hipertrofia (aumento no volume celular) em resposta ao processo inflamatorio (FOGO, 2003).
Nesse sentido, o tratamento com enalapril atenuou 0 aumento do peso renal, conforme visto no
grupo Nx+E, o que reforca o papel do enalapril como farmaco nefroprotetor (RUIZ-ORTEGA
etal., 1995).

Em relacédo a funcdo glomerular aqui estudada, observou-se uma reducdo em 70,9 % na
TFG nos animais do grupo Nx comparado ao SHAM. Essa escala na queda na fungéo renal se
aproxima a encontrada em estudos prévios, onde a funcdo renal também foi avaliada 10
semanas decorridas da ablacdo de 5/6 da massa renal (KUNCOVA et al., 2009; COSTA, 2015)

Vaérios estudos que utilizaram modelos de ablacdo de massa renal tém demonstrado que
os néfrons remanescentes sdo capazes de aumentar suas filtracbes glomerulares individuais em
virtude das alteracdes adaptivas, como o aumento do fluxo sanguineo glomerular. Apesar deste
fato, esta claro que o aumento da Pcc leva a lesdo da parede capilar glomerular, ocasionando
inflamacdo, disfuncdo endotelial e estresse oxidativo, com consequente perda de néfrons e
queda global da TFG. Todos esses efeitos sdo intensificados pelas agdes da angiotensina Il (Ang
I1) na hemodindmica renal e no remodelamento vascular (SNIVELY et al., 2004).

Neste estudo, o tratamento oral com enalapril na dose de 10 mg/kg/dia mostrou-se eficaz
em atenuar a queda da TFG induzida pela ablacéo cirurgica de massa renal. Este farmaco age
reduzindo a formacdo de Angll, ao inibir a ECA. Atuamente, sabe-se que a Ang Il constitui um
hormonio central na progressdo da DRC. As a¢des deste peptideo acarretam injuria ao rim,
tanto de etiologia hemodindmica, ao contribuir para o aumento de Pcs, como néo
hemodinamica, aumentando a proteindria, ativando o processo inflamatério, acentuando o
stress oxidativo e elevando os niveis de aldosterona, o que contribui para a retencdo de sddio
(VEJAKAMA et al., 2017). Em virtude da elucidagdo destes mecanismos, o tratamento com
inibidores do SRAA constitui atualmente a estratégia terapéutica padrdo ouro no controle do
avanco da perda de fungéo renal na DRC.

Semelhante ao ocorrido com a creatinina, o grupo Nx apresentou niveis séricos de uréia
elevados em relacdo ao SHAM. Nesse sentido, a queda da TFG induzida pela nx 5/6 constitui
um fator determinante para a retencdo dessas excretas. Além dessa observacgédo, o enalapril
mostrou-se eficaz em reduzir significativamente os niveis de uréia sérica. Este achado esta de
acordo com a reversdo dos niveis de uréia por parte do enalapril no modelo de nx 5/6 observado

por Ghosh e colaboradores (2012).
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A sobrecarga imposta aos néfrons remanescentes em resposta & nx5/6, através da
hipertensdo glomerular, conhecida por causar alterages morfoldgicas e funcionais em
componentes da barreira de filtracdo, provocou aumento intenso de proteindria em relacéo ao
SHAM. Este resultado corrobora com a proteinuria encontrada por Li e colaboradores (2012).
Estudos tém descrito que essas alteragcdes levam a uma elevagdo da filtracdo de proteinas
plasmaéticas de médio e alto peso molecular, ocasionada pelo aumento no tamanho de poros néo
seletivos (FRANCO et al., 1998). Além de incialmente ser consequéncia da DRC, a proteinuria
¢ capaz de contribuir para a queda da TFG nessa patologia. O excesso de proteinas filtradas
leva a uma toxicidade glomerular e tubular, acentuando a lesdo nestes locais (FRANCO et al.,
1998).

No presente estudo, verificou-se que o tratamento oral com enalapril reduziu
significativamente os niveis de proteindria causada pela nefrectomia 5/6. Um estudo
prospectivo em ratos, demonstrou que, dependendo da extensdo da les&o renal antes do inicio
do tratamento, os efeitos antiproteindricos dos IECA podem ser prejudicados ou até mesmo
abolidos (KRAMER et al., 2003).

No gue conscerne 0 estresse oxidativo, constatou-se niveis elevados de malonaldeido
(MDA) intrarenal no grupo com ablagéo renal comparado ao SHAM, o que evidencia elevados
niveis de peroxidacdo lipidica induzidos pelo modelo de nx 5/6. Atualmente, sabe-se que o
excesso de peroxidagdo de membranas celulares resulta em comprometimento significativo da
integridade estrutural e funcional da célula, ocasionando em alteracGes na permeabilidade da
membrana (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Nessa perspectiva, o aumento do estresse
oxidativo esta relacionado a uma deficiéncia no transporte de eletrdlitos pelas células tubulares
renais (HANSELL et al., 2013).

O enalapril, por sua vez, atenou esse aumento de MDA nos animais nefrectomizados,
o que reforca o papel deste farmaco na reducéo do estresse oxidativo. Nesse sentido, é sabido
que a Angll é responsavel pelo aumento na formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
em especial devido a hiperativacdo da NADPH oxidase mitocondrial por este hormonio,
principal enzima formadora do anion superéxido (O2) (HANSELL et al., 2013).

Outro parametro estudado foi a quantificagdo da atividade da superdxido dismutase
(SOD), enzima que constitui um componente essencial do sistema de defesa enddgeno do
organismo (BIRBEN et al., 2012). Neste ensaio, constatou-se que a SOD em tecido renal foi
reduzida pela DRC crénica experimental. E fato que a nx5/6 é capaz de reduzir os niveis de
SOD no tecido renal, gerando lesd@o renal, conforme descrito na literatura (ASKARI et al.,

2018). Além de diminuir os mecanismos de defesa antioxidante por aumentar os niveis de
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peroxidacdo lipidica e reduzir a concentracéo celular da SOD, as espécies reativas de oxigénio
(EROs), induzidas pela hipdxia renal gerada pela nx5/6, diminuem a atividade da SOD.

Apesar da diminuicdo da peroxidacdo lipidica renal induzida pelo enalapril, este
farmaco nao resultou em aumento da atividade da SOD, como era de se esperar. Entretanto,
este resultado corrobora com um estudo em que animais submetidos a nx 5 /6 foram tratados
com enalapril ou candesartan, dois inibidores do SRAA, quando também néo houve elevacéao
na atividade da SOD em tecido renal pelo uso destes farmacos (SUGIMOTO et al., 1999).

Atualmente, sabe-se que a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
desempenha papel central no contexto da fisiopatologia em diferentes nefropatias. O aumento
nos niveis locais do anion superdxido no rim via hiperativacdo da NAPH oxidase pela Ang |1
leva ao sequestro do NO. A reducéo na biodisponibilidade do NO culmina em vasoconstric¢éo
e retencdo de sodio e progressdo da doenca renal (KOPKAN; CERVENKA, 2009).

Adicionalmente, as EROs agem ativando a proteina desaclopadora-2 (UCP-2) do
sistema mitocondrial, que contribui para a hipdxia renal (LAI et al., 2012). Por sua vez, a
reducdo na concentracdo de oxigénio induz o aumento do fator de transcri¢do-1a induzido por
hipéxia (HIF-1a). Ao mesmo tempo, um maior transporte de sédio induzido pela Angll leva a
um maior gasto energético pelas células tubulares proximais, culminando em maior demanda
de O2 e maior liberacdo de HIF-1a (MIKUSIC et al., 2014). Como forma de contraregulagéo
dos efeitos deletérios da Angll, o aumento nos niveis de HIF-1o estimulam a sintese e liberagao
de peptideos natriuréticos, que apresentam diferentes efeitos nefroprotetores: vasodilatadores,
natriuréticos, antioxidantes e antiinflamatérios (KIEMER; FURST; VOLLMAR, 2005;
MIKUSIC et al., 2014).

Outro parametro quantificado neste trabalho foram os niveis de GMPc urinario. Nesse
aspecto, verificou-se que a nx 5/6 reduziu os niveis de GMPc na urina dos animais, 0 que denota
disfuncdo endotelial. Este resultado corrobora com um estudo onde ratos submetidos a ablacédo
renal também apresentavam baixa quantidade de GMPc na urina (RODRIGUEZ-ITURBE et
al., 2005). Conforme explanado anteriormente, os niveis elevados de EROs, particularmente o
anion superoxido, diminui os niveis de NO, resultando em menor ativacdo dessa via no
organismo. Entretanto, deve-se considerar que o0 GMPc também é produto final da via de
diferentes peptideos natriuréticos, inclusive das guanilinas. Dessa forma, este achado pode
presumir reducédo da natriurese induzida pela UGN.

No intuito de investigar os efeitos renais diretos do hormonio natriurético uroguanilina
(UGN) na DRC tratada e ndo tratada, utilizou-se a técnica de microperfusdo estacionéria in

vivo, que permite estudar a atividade do permutador sodio/hidrogénio (NHE3) no tdbulo
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proximal, localizado mais especificamente na borda em escova tubular. Este método possibilita
amedic¢do do pH luminal de forma continua, assim como a diferenca de potencial transepitelial,
e permite o calculo da concentracdo de bicarbonato luminal. Esses dados permitem calcular a
taxa, atraves da qual, a concentracdo da solucdo injetada, inicialmente com concentracdo de
bicarbonato semelhante a do plasma (25mM), se altera em direcéo ao nivel estacionario. Este
valor é dado em termos de meia-vida (t12) desta alteracdo da concentracdo do valor inicial em
direcdo ao seu nivel estacionario. A partir dos valores de ti2, as concentracdes luminais
estacionarias e 0 diametro dos tubulos perfundidos sdo calculados os valores de fluxo de
reabsorcédo de bicarbonato (MALNIC; MELLO AIRES, 1971; VESTRI; MALNIC,1990).

A microperfusdo estaciondria renal constitui uma técnica essencial de estudo, pois,
através dela, tem-se acesso ao lumen tubular, e, portanto, & membrana apical das células
tubulares. Dessa forma, a partir da atividade do ion hidrogénio, pode-se calcular e inferir a
atividade do permutador NHE3, assim como a reabsorcdo de sddio nos segmentos tubulares.
Além disso, a microperfusdo é uma técnica a ser destacada por ser realizada in vivo,
possibilitando o estudo das alteracdes renais in situ.

No presente trabalho foram estudados os tdbulos proximais renais de animais
submetidos a ablacdo de 5/6 da massa renal. Os tabulos foram perfundidos com solucéo
isotdnica, em comparacao ao plasma, contendo 25 mM de bicarbonato (HCO3"), enquanto um
microeletrodo, contendo resina de troca idnica sensivel a hidrogénio, captava as alteracdes nos
valores de pH.

Os primeiros resultados deste estudo permitem constatar que os transportes tubulares de
bicarbonato e de sodio do grupo Nx encontraram-se inibidos quando comparados ao SHAM.
Este resultado justifica o0 aumento da fracdo de excrecdo de sodio (FENa*) verificado no grupo
submetido a nx 5/6. Assim, observou-se que o fluxo de reabsorcdo tubular de bicarbonato
(JHCO3") encontrou-se reduzido na DRC, confirmado por um maior tempo de meia-vida de
reacidificacdo (t12) em Nx comparado ao SHAM. Em consequéncia, observou-se aumento do
bicarbonato estacionario ([HCO3), isto €, da concentracdo do &nion bicarbonato no tdbulo
proximal em Nx comparativamente ao SHAM. Ademais, o pH estacionario foi aumentado nos
tibulos dos animais nefrectomizados.

No contexto da DRC, é sabido que os tubulos renais sofrem algumas adaptacGes no
intuito de compensar a funcdo dos néfrons ndo funcionantes. Num estudo previo, constatou-se
reducdo nos niveis totais de NHE3 e Na+/Pi apicais e na Na'/K* ATPase basolateral duas
semanas apdés a nx5/6 no tubulo proximal. No entanto, as densidades por néfron destes

transportadores ndo foram significativamente alteradas nos rins remanescentes, apesar da
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extensa hipertrofia dos néfrons remanescentes (KWON et al., 1999). Dessa forma, a capacidade
de reabsorcdo de alguns solutos no tabulo proximal € diminuida em consequéncia dessas
alteracdes adaptativas, contribuindo para a manutencdo o balanco de sddio. Nesse processo,
participam o oxido nitrico (NO), prostaglandinas vasodilatadoras e horménios da familia dos
peptideos natriuréticos (ZATZ, 2012).

Diversos estudos apontam para um papel crucial dos peptideos natriuréticos cardiacos
na queda da reabsorcdo tubular de sodio, em especial no tubulo proximal. Nesse sentido,
verifica-se aumento nos niveis plasmaticos de ANP e BNP, mesmo na auséncia de disfuncédo
cardiaca (ZHANG et al., 1994). O ANP é o peptideo com ac¢Bes mais conhecidas reportadas na
literatura, seja de forma direta sobre os tGbulos renais, seja pela acdo inibitéria, ao inibir a
secrecdo renal de renina e a liberacdo de aldosterona pelo cértex adrenal, contribuindo assim
para seus efeitos natriuréticos na DRC (MIKUSIC et al., 2014). No rim, o gene do ANP é
também expresso em tdbulos distais, onde € sintetizado a urodilatina, horménio com agdes
predominantemente distais (JORGE et al., 2018).

Além dos hormonios natriuréticos de origem cardiaca, peptideos da familia das
guanilinas, com destaque para UGN, constituem importantes efetores da resposta natriurética
frente a ingestdo de sal, contribuindo de forma crucial para o controle do balanco de sodio
(JORGE et al., 2018). Apesar das a¢des conhecidas frente ao alto consumo de cloreto de sodio
na dieta, o papel das guanilinas na DRC ¢ ainda muito pouco conhecido, sendo por isso 0
principal alvo de estudo deste trabalho.

Além da compreensdo do comportamento tubular renal em animais com DRC
experimental, o estudo no modelo de microperfusdo estacionaria in vivo permitiu também
avaliar o papel do tratamento crénico com enalapril em tubulos proximais de ratos submetidos
a nx 5/6. Nesse sentido, a administracdo oral deste farmaco provocou um aumento de JHCOs
guando comparados 0s grupos Nx+E versus Nx, havendo por isso, um menor ti2 nos animais
tratados com enalapril, o0 que representa menor inibicdo em Nx+E, do que Nx, em relacdo ao
grupo falso operado. Estes resultados justificam a reducdo na FENa* no grupo Nx+E versus o
grupo Nx observada nos experimentos deste trabalho.

No contexto da DRC, é sabido que os inibidores do SRAA atenuam a inflamacao
induzida pela ativagdo de AT:R pela Angll tanto em modelos experimentais animais, como em
seres humanos. Ademais, estes estudos tém demonstado reducdo na FENa* em individuos com
DRC tratados com farmacos que reduzem a progressao dessa patologia (COSTA et al., 2015;
ZHANG et al., 2017). Nesse sentido, o enalapril € bem conhecido pela reducéo da sobrecarga

aos néfrons remanescentes induzidos pela Angll, diminuindo a inflamagdo e a hipertrofia renal,
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0 que parece gerar uma menor reposta as forgas natriuréticas por parte do tubulo proximal, ja
que nos animais tratados com enalapril a TFG é menos reduzida no grupo Nx+E em relacéo a
Nx, bem como o0 aumento da FENa* é atenuado.

No intuito de estudar a sensibilidade do rim a UGN na DRC, foi injetada solucdo
perfusora contendo UGN (1uM) diretamente no tabulo proximal de ratos submetidos a nx 5/6.
Os resultados mostraram auséncia de resposta do rim frente a este horménio, j& que nédo
houveram quaisquer modificacbes nos parametros estudados na microperfusdo estacionaria.
Dessa forma, ao contrario do que ocorre em animais nao doentes, quando verifica-se reducéo
no fluxo tubular de bicarbonato, e portanto, diminuicdo na reabsorcdo de sodio, conforme
observado por Amorim e colaboradores (2006), o tubulo proximal encontrou-se insensivel a
uroguanilina em animais com DRC experimental.

Uma hipotese plausivel para essa constatacdo seria uma possivel hiperativacdo da via
das guanilinas na DRC, conforme sugerido por alguns estudos prévios que mostraram aumento
dos niveis plasmaticos de UGN em seres humanos submetidos ao tratamento dialitico (FUKAE
et al., 2000). Além disso, um estudo recente do nosso grupo de pesquisa constatou elevacéo da
expressao de RNAm para guanilina e UGN tanto ao nivel intestinal quanto renal (COSTA et al.
2015). Dessa forma, o excesso de agonista pode inteferir na sensibilidade aos hormonios da
familia das guanilinas, resultando em perda da resposta a esta quantidade exdgena administrada
no presente estudo.

Finalmente, verificou-se que o tratamento oral com enalapril nos animais submetidos a
nx 5/6 modulou a resposta do rim a UGN, ja que, ao contrario do grupo Nx+UGN, o grupo
Nx+E+UGN apresentou inibi¢do do fluxo de reabsorcao bicarbonato, confirmado por um maior
tempo de meia-vida de reacidificacdo, e portanto, uma inibi¢do do trocador NHE-3. Dessa
forma, o principal achado no ensaio de microperfusdo estacionaria in vivo foi o0 aumento da

sensibilidade a UGN no contexto da inibicdo cronica do SRAA.



81

7 CONCLUSOES

- A nx 5/6 realizada no presente estudo provocou aumento nos niveis de peroxidacao
lipidica, e o enalapril atenuou este aumento induzido pela ablagéo renal, refor¢ando o papel do
bloqueio do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) na modulacdo do estresse
oxidativo.

- Observou-se uma redugdo nos niveis de GMPc urinério nos animais com DRC,
indicando disfuncao endotelial e possivelmente resposta reduzida aos peptideos natriuréticos.
O enalapril atenuou tal reducédo induzida pela nefrectomia 5/6.

- Na DRC, houve uma inibi¢do do permutador Na*/H* (NHE3) no tGbulo proximal,
evidenciado por uma diminuig&o do fluxo de reabsorcao de bicarbonato nos animais submetidos
anx 5/6.

- Os tubulos proximais dos animais com DRC ndo foram responsivos a uroguanilina
(UGN), sugerindo uma reducdo na sensibilidade do seu receptor frente ao excesso deste
horménio nessa condig&o.

- Nos animais com DRC tratados com enalapril, a UGN apresentou efeito inibitorio
sobre 0 NHE3. Dessa forma, sugere-se que a modulacdo do SRAA na DRC parece modificar a

sensibilidade do receptor GC-C a UGN a nivel renal.
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