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RESUMO

LINS, B. B. O papel da angiotensina Il na doenca renal cronica: Contribuicao
das enzimas NADPH oxidases e do estresse de reticulo endoplasmaético. 2020.
87 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.

A doenca renal crénica (DRC) € uma patologia grave e de alta incidéncia no sistema
de saude. Entre os fatores que contribuem para a progressédo da DRC, se destaca a
hipertensdo arterial associada a atividade do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA). No entanto, os mecanismos de acgdo da angiotensina Il (Ang II)
na génese e progressao de lesBes renais ainda ndo foram completamente
esclarecidos. A nossa hipdétese é que a Ang Il circulante em concentracdes
elevadas por um periodo crénico, poder4d ativar o SRA intrarrenal e
consequentemente induzir lesdes no tecido renal, bem como alteracbes na
expressao dos transportadores de sodio no epitélio tubular. Assim, o objetivo deste
estudo foi investigar a acdo da Ang Il via receptor AT1 na modulacdo de
mecanismos celulares responsaveis pela lesdo renal crbnica, observando a
contribuicdo das espécies reativas de oxigénio - EROs, estresse de reticulo
endoplasmatico (RE), inflamacao e fibrose. Utilizou-se ratos Wistar tratados com Ang
Il (200 ng/kg/min, via mini-bomba osmética) por 42 dias. A contribuicdo de ATL1 foi
monitorada pelo antagonista losartan (10 mg/kg/dia) durante 14 dias. A expressao
génica no tecido renal foi avaliada por reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (QPCR). A expressdo de proteinas foi avaliada por Western Blotting,
imunohistoquimica e imunofluorescéncia. Os resultados indicam que a acao da Ang
II/AT1, resultou em aumento da expressdo de RNAm para Nox2, Nox4, p22rhox,
p47°Pox ATF4, elF2a, NF-xB, IL1B, a-SMA, Keapl e reducdo de Nrf2; aumento da
expressao proteica de NOX2, NOX4, p22°Phox p47rhox q-SMA, PERK e elF2a. Além
disso, a Ang II/AT1 induziu aumento da expressdo proteica dos trocadores de
Na*/H* isoformas 1 e 3 (NHE1 e NHE3), co-transportadores NKCC2 e NCC e canal
epitelial para Na* isoforma 3 (ENaCB). Em conclusao, os resultados indicam que o
tratamento crénico com Ang IlI/AT1 foi capaz de induzir estresse oxidativo, estresse
de RE, inflamacado e fibrose renal, além de regular o manejo de Na* tubular por
aumentar a expressado de NHE1, NHE3, NCC, NKCC2 e ENaCB.

Palavras-chave: Angiotensina Il, receptor AT1, estresse oxidativo, estresse de

reticulo endoplasmatico, doenca renal cronica.



ABSTRACT

LINS, B. B. The role of angiotensin Il in chronic kidney disease: Contribution of
NADPH oxidase enzymes and endoplasmic reticulum stress. 2020. 87 p.
Doctorate thesis (Human Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.

Chronic kidney disease (CKD) is a serious condition with high incidence in the health
system. Among the factors that contribute to the progression of CKD include
hypertension associated with the renin-angiotensin-aldosterone system (SRAA)
activity. However, the mechanisms by which angiotensin Il (Ang Il) acts in the
genesis and progression of renal diseases have not been completely clarified. Our
hypothesis is that circulating Ang Il at elevated concentrations over a chronic period
may activate intrarenal SRAA and consequently induces kidney tissue damage as
well as changes in the expression of sodium transporters in the tubular epithelium.
Thus, the aim of this study was to investigate the action of Ang Il via AT1 receptor
(AT1R) on the modulation of cellular mechanisms responsible for chronic kidney
injury, observing the contribution of reactive oxygen species - ROS, endoplasmic
reticulum stress (RE), inflammation and fibrosis. In the current study, Wistar rats
were treated with Ang Il (200 ng / kg / min by osmotic mini pump) for 42 days. The
contribution of AT1R was monitored by losartan -AT1R antagonist (10 mg / kg / day)
for 14 days. Gene expression in renal tissue was assessed by real time polymerase
chain reaction (qPCR). Protein expression was evaluated by Western Blotting,
immunohistochemistry and immunofluorescence. The results indicate that the action
of Ang II/AT1 resulted in increased mRNA expression for Nox2, Nox4, p22°Phox
p47°Pox ATF4, elF2a, NFkB, IL1B, a-SMA, Keapl and reduction of Nrf2; increased
protein expression of NOX2, NOX4, p22°Phox p47rhox  q-SMA, PERK and elF2a. In
addition, Ang Il/AT1 induced increased protein expression of Na* / H* isoforms 1 and
3 (NHE1 and NHE3) exchangers, NKCC2 and NCC co-transporters and Na* isoform
B epithelial canal (ENaCp). In conclusion, the results indicate that in the chronic
treatment, Ang II/AT1 was able to induce oxidative stress, RE stress, inflammation
and renal fibrosis, and regulate tubular Na* management by increasing the
expression of NHE1, NHE3, NCC, NKCC2 and ENaCp.

Keywords: Angiotensin Il, AT1 receptor, oxidative stress, endoplasmic reticulum

stress, chronic kidney disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca Renal Crénica (DRC) ou Insuficiéncia Renal Progressiva

A doenca renal crénica (DRC) constitui um sério problema de saude publica,
de crescimento alarmante (52). O censo de 2017 da Sociedade Brasileira de
Nefrologia apontou que aproximadamente 127.000 pacientes estavam em
tratamento dialitico (130). A DRC é caracterizada por perda progressiva da funcao
renal, atrofia tubular, rarefacdo microvascular, inflamacdo e deposicdo de matriz
extracelular (MEC) no espaco intersticial entre os néfrons, levando a fibrose tecidual
(75).

Independentemente da causa, a DRC é classificada em cinco estagios com
base no nivel de funcdo renal do paciente (Tabela 1) e o indice de mortalidade esta
diretamente relacionado a gravidade do estagio da doenca, sendo maior nos

pacientes em estagios 4 e 5, do que nos demais estagios (49).

Tabela 1: Estagios da Doenca Renal Crbénica

Estadgio | Descricao RFG
mL/min/1,73m?2
1 Lesdo renal com RFG normal ou aumentado >90
2 Lesao renal com RFG levemente diminuido 60 - 89
3 Lesao renal com RFG moderadamente diminuido | 30 - 59
4 Lesédo renal com RFG severamente diminuido 15-29
5 Faléncia renal < 15 ou didlise

RFG = Ritmo de Filtracdo Glomerular.

Em linhas gerais, 0s mecanismos que mais contribuem para o inicio e a

progressdo da DRC incluem: 1) susceptibilidade - associada a idade, histérico
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familiar, reducdo da massa renal e baixo peso ao nascer; 2) iniciagdo - decorrente
de obesidade, diabetes mellitus, hipertensdo arterial, doencas auto-imunes,
infeccdes sistémicas e drogas; 3) progressao - associada a proteindria decorrente de
alteracdes na barreira de ultrafiltracdo e injaria de podécitos (26), hipertensao
arterial, obesidade e controle inadequado da glicemia em pacientes diabéticos (128).
A presenca de anemia também pode sinalizar DRC, uma vez que nessa condi¢ao os
rins apresentam deficiéncia na sintese de eritropoietina - horménio que estimula a
producdo de hemécias na medula 6ssea.

Em estagios avancados a DRC é caracterizada pelo desenvolvimento de
glomeruloesclerose, infiltracdo principalmente de leucdcitos no intersticio renal e
fibrose progressiva do intersticio renal (1, 116). Por essa razdo, o estudo de fibrose
intersticial e dos mecanismos envolvidos, tem atraido atencdo da comunidade
cientifica especializada. No estagio final da DRC (EFDRC), o RFG atinge valores
préximos a 15 mL/min e nessa condicdo o paciente passa a depender de terapia por
hemodialise (37).

1.2 Pressdo Sanguinea

Uma das principais fun¢des do sistema cardiovascular € a manutencdo do
fluxo sanguineo adequado para garantir a perfusdo tecidual no organismo. Nesse
sentido, a pressdo sanguinea passa a ser a principal grandeza fisica responséavel
pela manutencdo de fluxo, e por isso, deve ser rigorosamente controlada.
Conceitualmente, a pressao sanguinea é definida como a forca que o volume de
sangue exerce contra as paredes dos vasos na unidade de tempo, ou forga motriz
que gera fluxo. De acordo com a Lei de Poiseuille, o fluxo é diretamente proporcional
a diferenca de pressdo do sangue nas extremidades de um vaso e inversamente
proporcional a resisténcia vascular. Dessa forma, a pressdo sanguinea arterial ou
presséao arterial (PA) pode ser definida como o produto entre o débito cardiaco (DC =
volume sistélico x frequéncia cardiaca) e a resisténcia hidraulica vascular total
(RVPT). O termo pressao arterial se deve ao fato de que as artérias e arteriolas
conferem uma maior resisténcia hidraulica ao fluxo sanguineo (2).

O valor da presséo arterial média (PAM) é obtido pela relagdo PAM = [(2PAD)

+ PAS)/3], onde “PAD” equivale a diastdlica e “PAS” equivale a sistdlica. Em
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condicéo fisiolégica, a PAS é da ordem de 120 mmHg, a PAD de 80 mmHg (onde se
€ 120 x 80 mmHg) e portanto a PAM €& aproximadamente 93 mmHg. Nessa
condicdo, a PA é regulada em resposta aos mecanismos neurais de curto prazo
(segundos ou minutos) e mecanismos de longo prazo (horas ou dias). Em geral, as
respostas de longo prazo dependem da sintese e secrecao de hormdonios, incluindo
a angiotensina e vasopressina, e dos mecanismos de ajustes renais e

hemodinamicos, os quais favorecem a excrecao de agua e sal (2).

1.2.1 Hipertenséo Arterial Sistémica e Doenca Renal Crénica

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma doenca caracterizada por
elevados niveis de pressao arterial, sendo igual ou superior a 140 x 90 mmHg e que
pode se tornar cronica. A hipertensdo arterial é frequente em doencas
cardiovasculares e é um importante fator de risco para acidente vascular cerebral
(AVC), infarto no miocardio e doenca renal cronica. E considerada um problema
grave da saude publica mundial e no Brasil atinge cerca de 36 milhdes de pessoas,
sendo 60 % idosos e 5% criancas (24).

A hipertenséo arterial pode ser classificada em dois tipos 1) essencial ou
primaria (cerca de 90% dos casos), cujas causas sdo desconhecidas e podem estar
associadas aos fatores genéticos, ambientais e/ou comportamentais, como por
exemplo, a ingestdo excessiva de sal) (15); e 2) secundaria (10% dos casos) de
causas conhecidas e que podem estar associadas ao hiperaldosteronismo primario,
a sindrome de apneia obstrutiva do sono e principalmente a doenca renovascular,
realcando a estenose da artéria renal.

A hipertenséo arterial ocorre principalmente pela combinagcdo do excesso de
Na* e agua no fluido extracelular, ativagdo do sistema nervoso simpatico e do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (88). Na hipertensao arterial
cronica, ocorre também hipertensédo glomerular e consequente declinio do ritmo de

filtracdo glomerular (RFG), condicdo peculiar da doenca renal crénica (DRC) (20).
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1.3 Sistema renina-angiotensina (SRA)

O SRA sistémico foi descrito pela primeira vez por Tigerstedt e Bergman no
final do século XIX e desde entdo, vem sendo amplamente estudado. Na cascata de
sinalizacao classica do SRA, a angiotensina Il (Ang Il) € um dos principais peptideos
investigados em decorréncia de suas multiplas fungdes teciduais. Em condicdes
fisiologicas, a Ang Il plasmatica se encontra em concentragfes de 10 a 20 pM (120)
e atua em varios tecidos via receptores do tipo AT1 e AT2, ambos pertencentes a
familia de receptores acoplados a proteina G (GPCRSs) (89). A ativacdo do receptor
AT1 desencadeia as respostas fisiolégicas mais classicas da Ang Il, como por
exemplo, a manutencéo da pressao arterial e do volume do fluido extracelular (4)
(figura 1).

FiGADO

L

{ Angiotensinogénio }

Renina l

{ Angiotensina | }

ECA 4mm § | |
{ Angiotensina Il } "/ﬁlf_mf)Es .

Manutencio da PA
Retengdo de Na* e Agua

e 3
i

A

Figura 1: Sistema renina-angiotensina sistémico. ECA: Enzima Conversora de
Angiotensina; PA: Presséao Arterial; Na*: Sodio.
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A interacdo entre Ang Il e o receptor AT1 resulta na ativacéo de varias vias de
sinalizacao intracelular moduladas pelas proteinas Gi, Gqi213 € Gs (38, 43). Além
disso, a interagdo Ang II/AT1 regula vias independentes de proteinas G, como a da
proteina associada ao receptor AT1 (ATRAP1) e a da B-arrestina, ambas envolvidas
na internalizacdo do AT1l; da Janus quinase (JAK) e Src, que ativam
respectivamente, as proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de transcricao
(STAT), além das cinases como a Erk (do inglés: extracellular signal-regulated
kinases) (77). O aumento nas concentracdes de Ang Il no plasma ou aumento na
expressdo de receptores AT1 nas células dos diferentes tecidos pode resultar em
vasoconstricdo, liberacdo de aldosterona pela zona glomerulosa da glandula
adrenal, alteracbes no transporte de sédio em diversos segmentos do néfron e
estimulacdo do sistema nervoso simpatico (via receptores cerebrais) (8, 73). Nessa
condicdo, a Ang Il passa a ser considerada uma molécula importante na geracéo e
manutencdo da hipertensdo arterial (55). Além disso, a Ang Il induz aumento na
producdo de EROs associada a producédo de citocinas pro-inflamatorias, fatores pro-
fibréticos e pré-apoptoticos, o que resulta em injuria tecidual (72).

Contudo, sabe-se que, o bloqueio do sistema renina angiotensina por
inibidores das enzimas conversoras de angiotensina ou antagonistas dos receptores
AT1 é altamente efetivo em atenuar a progressao de doencas renais em humanos e
modelos experimentais.

O receptor AT2 é essencialmente expresso nas células de tecidos
embrionarios e € importante para a diferenciacdo celular e o desenvolvimento de
orgdos (78, 80). Apds o0 nascimento, a expressao de receptores AT2 decai; contudo,
persiste em varios 6rgdos incluindo o coracdo, glandula adrenal, rins e vasos, onde
medeiam importantes efeitos fisiolégicos da Ang Il (25). A expressdo de receptores
AT2 pode aumentar em situacdes de injuria cardiaca ou vascular e durante os
processos de cicatrizacdo do tecido renal, 0 que sugere sua participacdo nos
mecanismos de remodelamento tecidual (43, 132), respostas vasodilatadoras, anti-
inflamatorias e anti-fibréticas (34, 112, 118). Tais respostas sao essenciais para
contrabalancar as injurias teciduais que ocorrem em detrimento dos efeitos
mediados pelo receptor AT1. As vias de sinalizacao celular relativas a ativagdo dos
receptores AT2 dependem de mecanismos associados ou nao a proteina G (Gia2 €

Gia3) (103). De maneira geral, as repostas celulares por ativacao de AT2 resultam na
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geracdo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) e o6xido nitrico, ativacdo da
peptidil peptidase 2 A (PPA2) e estimulacdo da fosfolipase A2 (25, 63, 124).

1.3.1 Sistemarenina-angiotensina intrarrenal

Diversos estudos demonstram a presenca e a importancia de SRA locais, em
varios tecidos como coracéo, tecido adiposo, glandulas adrenais, sistema nervoso
central e rins. Em condigfes fisiologicas, a Ang Il sistémica mantém a atividade
basal do SRA intrarrenal devido ao mecanismo de retroalimentagéo positiva pelo
qual a Ang Il via receptor AT1, ativa a sintese de angiotensinogénio essencialmente
pelas células do tdbulo proximal, bem como a sintese de renina e da enzima
conversora de Ang | (ECA1) no néfron distal (18). Nessa condicdo, a concentracao
de Ang Il na luz tubular é elevada em relacdo ao plasma e alcanca a faixa de
nanomolar (139). Por outro lado, em altas concentracbes plasmaticas, a Ang Il
potencializa a atividade do SRA intrarrenal, o que resulta em maior interacdo da Ang
Il intrarrenal com os receptores do tipo AT1 para sustentar a hipertensao arterial e
induzir alteragdes na hemodinamica e funcéo renal (26).

Inicialmente, as arteriolas aferentes renais respondem ao aumento da
pressdo arterial com vasoconstricdo e consequente queda da perfusao glomerular e
do RFG. Na tentativa de assegurar o RFG, o rim lanca mao de outro mecanismo que
inclui a agdo da Ang Il via receptor AT1 no aumento da resisténcia das arteriolas
eferentes. Entretanto, a persistente acdo da Ang Il via receptor AT1 em varias
células renais, passa a estimular a sintese de TGF-B1 (do inglés: Transforming
growth factor beta 1) (143) e este por sua vez, reduz a capacidade de
autorregulacédo das arteriolas aferentes (122). Em conjunto, a queda na resisténcia
da arteriola aferente e o aumento da resisténcia da arteriola eferente resultam em
elevacéo da presséo transcapilar glomerular (108) e consequentemente aumento do
RFG, condicdo que favorece inumeros eventos celulares responsaveis pela

progressao da injuria renal.
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1.3.2 Angiotensinall e a doencarenal crénica

Além de atuar na hemodinamica renal, a Ang Il intrarrenal induz alteracdes
na barreira de ultrafiltracdo glomerular, aumento das espécies reativas de oxigénio
(EROs) no tecido renal, proliferacdo de células mesangiais, inflamacéo, fibrose
vascular e glomerular devido ao acumulo de elementos de matriz extracelular (MEC)
e colagenos |, lll e IV nos vasos de resisténcia, glomérulos e intersticio renal (51, 69,
96, 105, 146). Por outro lado, ndo se conhece as vias de sinalizacdo celular pelas
quais a Ang Il regula tais eventos no tecido renal.

Na barreira de ultrafiltracdo glomerular, a Ang Il induz queda da sintese de
proteoglicanos e reduz a transcricdo de nefrina - proteina do diafragma podocitario
(19, 144), resultando no aumento da permeabilidade da membrana basal glomerular
e apoptose de poddcitos (108). A membrana basal glomerular mais permeavel,
permite a passagem de proteinas da luz do capilar para o espaco de Bowman. As
proteinas filtradas, incluindo a albumina sdo reabsorvidas no tdbulo proximal por
endocitose mediada pelas proteinas receptoras denominadas megalina e cubilina
(14). Contudo, na célula do tdbulo proximal o metabolismo dessas proteinas
endocitadas pode resultar na sintese de citocinas, as quais induzem lesées no
epitélio tubular e ao serem liberadas no intersticio, estimulam eventos como a
migracdo de macréfagos e linfocitos T, a proliferacdo de fibroblastos e a producéo
dos componentes de matriz extracelular (MEC), incluindo colagenos e integrinas
(101). Em excesso, as proteinas filtradas e ndo processadas corretamente pelo
tubulo proximal contribuem para a proteintria. No conjunto, a acdo positiva da Ang Il
sobre a proteindria associada aos processos inflamatérios, fibréticos e acumulo de
MEC, resulta em expansdo glomerular e desenvolvimento de glomeruloesclerose

(107), condicéo que representa o estagio avancado da DRC (47).

1.3.3 Angiotensinall e a geracdo de espécies reativas de oxigénio no rim

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao moléculas pequenas e
altamente reativas como resultado da presenca de elétrons ndo pareados. Um
exemplo classico das EROs é o anion superéxido (O2), produzido a partir do
oxigénio molecular por agdo da NADPH oxidase (do inglés: nicotinamide adenine
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dinucleotide phosphate-oxidase); o radical hidroxila (OH") e o peroxinitrito (ONOO").
Dentre as espécies reativas de oxigénio, o anion superéxido (O2) é a molécula mais
importante para a inducdo do estresse oxidativo, condicdo que potencializa a
progresséo de varias patologias.

O estresse oxidativo é uma condicdo biolégica em que ocorre desequilibrio na
producdo de EROs, as quais tém papel importante na sinalizacéo intracelular, cujas
vias regulam as respostas biolégicas como expressdo génica, crescimento e
diferenciacdo celular, sintese de MEC e estimulacdo de cinases pro-inflamatorias
(133).

A NADPH oxidase é representada por uma familia que compreende sete
isoformas: Nox1-Nox5, Duox1 e Duox2, as quais sédo expressas em diversos tecidos
(10). O rim expressa Nox1, Nox2 — com fung¢des pouco definidas, e expressa
principalmente Nox4 (121). No entanto, sabe-se que a Nox2 é regulada pelas
enzimas p22°Phox e p47rhox (42, 121). A Nox4, que também é regulada pela p22°rhox
(figura 2), & a mais importante fonte de EROs intrarrenal (121) e esta associada aos
eventos patologicos que culminam na injuria de mesangio, poddcitos e células

tubulares renais (42).

H* + NADP*
NADPH

Figura 2: Isoformas da NADPH oxidase e suas subunidades regulatérias expressas nos
rins. Nox1 e Nox2 requerem associagdo com subunidades citosdlicas para sua
ativacdo. Nox4 nao € regulada por nenhuma subunidade regulatoria conhecida.
Adaptado de Alexander Sirker (2011).

A interacdo entre Ang II/AT1 resulta na geracdo de &acido araquidonico,
ativacdo da proteina cinase C (PKC) ou da proteina cinase B (AKT) (50). Uma vez
ativadas, essas proteinas modulam a atividade da Racl (do inglés: related C3

botulinum toxin substrate) - um membro da familia Rho GTPases que ativa a
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isoforma Nox4 da NADPH oxidase e consequentemente, aumenta a geracdo de
EROs (50). Embora tenha ocorrido avango na caracterizacdo das isoformas de Nox
e nos mecanismos de geracdo de EROs no tecido renal, a funcdo exata da Nox1,
Nox2 e Nox4 nos eventos de injuria renal ainda ndo € clara, e merece atencéo visto
gue a geracdo de EROs esta envolvida na patogénese da insuficiéncia renal aguda
(92) e possivelmente na progresséao da DRC.

E importante ressaltar que o estresse oxidativo esta constantemente presente
em todas as formas de DRC, especialmente quando a geragédo de EROs excede a
capacidade do sistema de defesa antioxidante (106). Esse aumento da producao de
EROs no rim é impulsionado principalmente pela ativacdo da NADPH oxidase,

disfuncdo mitocondrial e estresse de reticulo endoplasmético (21, 85).

1.3.4 Espécies reativas de oxigénio e estresse de reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) é uma organela com funcdo essencial na
biossintese, enovelamento e modificagbes estruturais de proteinas, além de atuar
como reservatorio de célcio intracelular (114). Considerando que o enovelamento de
proteinas no RE € um processo quimico em que a estrutura da proteina assume a
sua configuracdo funcional na dependéncia de fatores como a temperatura e as
moléculas que a rodeiam, € pertinente ressaltar que o aumento das EROs pode
dificultar o enovelamento proteico no RE (32). Nessa condi¢cdo, o acumulo de
proteinas mal enoveladas compromete a homeostase da organela, o que caracteriza
o estresse de RE (85). Em resposta a disfuncdo do RE as células tentam
restabelecer a funcdo da organela, ativando um mecanismo conhecido como
resposta as proteinas mal enoveladas - Unfolded protein response - UPR (17, 83).
Este mecanismo por sua vez, é mediado por trés proteinas cinases localizadas na
membrana do RE: PERK (do inglés: protein kinase (PKR)-like endoplasmic reticulum
kinase), ATF6 (do inglés: activating transcription factor 6) e IRE1 (do inglés: inositol-
requiring kinase 1) (119).

Em condigbes normais, essas proteinas sdo mantidas no estado inativo
devido as interacdes com a Chaperona (Bip ou GRP78) (64). Entretanto, quando ha
proteinas mal enoveladas (figura 3), a GRP78 se dissocia dessas proteinas e estas

sao ativadas por autofosforilacdo (11). A proteina PERK fosforilada ativa os fatores
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Nrf2 (do inglés: nuclear factor erythroid 2) e elF2a (do inglés: eukaryotic translation
initiation factor alpha). O elF2a quando fosforilado na serina 51 diminui sua
atividade, reduzindo as taxas de inicio da traducdo e de sintese protéica (54) e
consequentemente ativando o ATF4 (do inglés: activating transcription factor 4)
(104). Os fatores ATF4 e Nrf2 induzem aumento na expressdo de genes que
facilitam a adaptacao das células ao estresse (74), incluindo os genes envolvidos no
metabolismo de aminoécidos, reacdes do tipo redox e secrec¢do de proteinas (53,
54). Vale ressaltar que nem todos os genes regulados por ATF4 sao anti-
apoptoticos. Quando o estresse de RE persiste e a quantidade de proteinas mal
enoveladas aumenta, a via PERK/elF2a/ATF4 é potencializada e nessa condi¢éo, o
ATF4 induz a transcricdo de CHOP (do inglés: CCAAT- enhancer-binding protein
homologous protein), o qual induz aumento da producdo de EROs no RE e ativa
proteinas apoptéticas em resposta ao estresse de RE (95).

Além disso, a liberacdo de GRP78 também permite a dimerizagao de IRE1q,
aumentando sua atividade através de autofosforilacdo. A IRE1a entdo remove um
intron de 26 bases do RNAmM da XBP1. O RNAmM de XBP1 conjugado codifica um
potente fator de transcricdo que € translocado para o nucleo, ativando a expressao
de genes alvo de UPR, que tem propriedades de pré-sobrevivéncia ou pro-
apoptotica (6). Por fim, a liberacdo do GRP78 a partir do ATF6 permite que o ATF6
migre para o complexo de Golgi, onde é clivado pelas proteases S1P e S2P,
produzindo um fragmento de ATF6 citosolico ativo (ATF6 p50). Este fragmento migra
para o nucleo, ativando também a transcricdo dos genes alvo da UPR (148). Ha
evidéncias que o estresse de RE tem papel importante na progressao de patogenias
como a progressao de fibrose renal (40), porém os mecanismos nao sao bem
conhecidos.

E importante ressaltar que o estresse oxidativo e o estresse de reticulo
endoplasmatico podem induzir apoptose - morte celular programada (95),
monitorada pela expressao das proteinas Bax (15) e caspases 3, 9 e 12.
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Figura 3: Vias da UPR em mamiferos. Durante o estresse de RE, o GRP78 liga-se
preferencialmente a proteinas desdobradas ou mal dobradas, afastando assim o
equilibrio da ligacdo entre GRP78 e IRE1a, PERK e ATF6. A liberacao de
GRP78 resulta na ativacdo da PERK, IRE1a e ATF6 através de autofosforilacéo
desencadeando uma cascata de ativacbes para os genes alvo da UPR.
Adaptado de Kezhong Zhang (2008).

1.3.5 Espécies reativas de oxigénio e o sistema antioxidante.

O sistema de defesa antioxidante consiste de inimeras moléculas, incluindo o
Nrf2 (do inglés: Nuclear factor erythroid 2-related factor 2), cujo papel central é a
inducdo de genes que codificam enzimas desintoxicantes e proteinas associadas.
Portanto, o Nrf2 é um fator regulador das respostas adaptativas celulares frente ao
estresse oxidativo (94). Em condicdes fisiologicas, o Nrf2 interage com a proteina
Keapl (do inglés: Kelch-like ECH-associated protein 1) e o complexo proteico
permanece no citosol associado ao citoesqueleto (57). Tal organizacdo proteica
favorece a inativacdo do Nrf2 pela Keapl (57). Nesta condicdo, os residuos de
cisteinas da Keapl atuam como sensores do estado redox intracelular (106). Assim,
o aumento das EROs induz alteragcbes conformacionais nestes residuos de
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cisteinas, o que resulta na dissociacdo do complexo proteico Nrf2/Keapl (71). Nessa
condicdo, a modificacdo de Keapl e a translocacédo nuclear de Nrf2 pode ocorrer
via fosforilacdo de seus residuos de treonina ou serina por cinases a montante,
como a proteina cinase C (PKC), a proteina cinase ativada por mitogénio (MAPK), a
fosfatidilinositol-3-cinase (PI3 cinase)/Akt e a PERK.

O Nrf2 livre é translocado para o nucleo e interage com os elementos de
respostas antioxidantes (ARES) localizados nas regides promotoras de genes que
atuam nas respostas citoprotetoras contra o estresse oxidativo. Essa associacao
Nrf2/AREs resulta na regulacdo da transcricdo de genes antioxidantes, incluindo as
enzimas heme oxigenase -1 (HO-1), superoxido dismutase 1 (SOD1), NAD(P)H
desidrogenase [quinone] 1 (NQO1), sulfiredoxina (SRXN), tioredoxina (TRX),
ferritina (Ft), além de genes relacionados com o metabolismo da glutationa, como a
glutamato-cisteina ligase (GCL) e a glutationa peroxidase (GPX) (3, 9, 29, 136).

Entretanto, sabe-se que na DRC a disfuncdo de Nrf2 induz aumento da
inflamacéo renal levando ao acumulo de hidroperoxidos e lipoperéxidos, que sao
potentes ativadores do NFkB no tecido renal. Além disso, Zoja e colaboradores
sugeriram um envolvimento do complexo Nrf2/Keapl na degradacdo do NFxB (150)

e outros estudos sugerem que o Nrf2 também tem funcéo anti-inflamatéria (31, 79).

1.3.6 Espécies reativas de oxigénio, inflamacéo e fibrose.

O NFkB (do inglés: factor nuclear kappa B) é a molécula chave para a
transcricdo de fatores pro-inflamatorios em todos os tecidos, incluido o tecido renal
(48, 111). A ativacdo do NFkB resulta em aumento da expressao de citocinas
inflamatérias como TNFa, IL-1, IL-6 (131), moléculas de adesdo e quimiocinas,
aumento da infiltracdo de neutrofilos, producdo de EROs e injuria endotelial
microvascular (131). O NFxB esta também associado aos eventos celulares como
apoptose, proliferacdo e desdiferenciacdo (111). Na auséncia de estimulos
inflamatorios, o NFkB permanece em estado inativo por estar suprimido pelo IkB (do
inglés: inhibitor of kappa B). Na presenca de estimulos, o IkB é fosforilado e
degradado, expondo o NFkB que por sua vez € translocado para o nucleo celular

para induzir transcricdo de genes inflamatoérios (148).



32

Na clinica, as terapias para modular a ativacdo de NFkB nas doencas renais
sao pouco conhecidas e sao limitadas ao uso de antagonistas dos receptores AT1
ou receptores de mineralocorticodes (111). Por outro lado, ja € bem descrito em
outros tecidos incluindo o vascular, que o peroxido de hidrogénio (H202) regula a
transcricdo do NFxB (91). Além do estresse oxidativo, foi demonstrado que a
ativacdo de NFkB pode estar associada ao estresse de reticulo endoplasmatico (RE)
(45, 99).

Na progressdo da doenca renal as citocinas transcritas pelo NFkB atuam nas
células renais (células tubulares, mesangiais e fibroblastos) para induzir proliferacéo
e alteragbes fenotipicas. Essas células, principalmente os fibroblastos, tornam-se
miofobroblastos (principais mediadores celular de fibrose) e passam a expressar a
a-actina de musculo liso (aSMA) e aumentar a producdo de colageno e outros
componentes da MEC (147). Assim, a aSMA passa a ser um bom marcador do
processo fibrotico renal.

Além disso, o TGFB é um importante regulador de fibrose (41), em varios
modelos experimentais de DRC. Sabe-se que a Ang Il pode promover a sintese de
TGFB e dessa forma atuar na fibrogénese (76, 129). Portanto, o uso de inibidores do
SRA podera suprimir a fibrogénese induzida por Ang Il/ TGF.

1.3.7 Efeito da Ang Il no transporte de s6dio ao longo do néfron

Considerando a importancia da Ang Il na injaria tubular renal, a relevancia do
transporte de ions nos diferentes segmentos do néfron para o balanco
hidroeletrolitico no meio interno e a geracdo de anion superoxido em segmentos
especificos do néfron em resposta a Ang Il, € pertinente investigar a expressao
proteica dos principais transportadores de sédio na DRC associada a exposi¢édo
cronica de Ang IlI.

O sodio (Na*) é um ion essencial para 0 meio interno porque entre inidmeras
funcdes, permite a manutencdo do volume do fluido extracelular. A energia para a
reabsorcdo renal de Na* € proveniente da Na*/K* ATPase - proteina integral de
membrana, localizada na membrana basolateral das células epiteliais, cuja funcéo &

criar e manter o gradiente favoravel para a entrada de soédio na célula (2). Em
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sintese, a Na*/K* ATPase transporta trés ions Na* para fora da célula e dois ions K*
para dentro, em consequéncia da hidrolise de uma molécula de ATP, assim a Na*/K*
ATPase promove um gradiente quimico e elétrico, pois bombeia mais ions positivos
para fora da célula que para dentro, fazendo com que o ambiente intracelular fique
mais negativo em relacdo ao meio extracelular. Por isso, a Na*/K* ATPase é
eletrogénica.

Entre os vérios transportadores de Na* no néfron destaca-se a importancia
dos trocadores Na*/H* (Isoformas 1 e 3), co-transportadores Na*/K*/2Cl- (NKCC2)
Na*/Cl- (NCC) e os canais epiteliais para Na* (ENaCs) que serdo descritos a seguir e

apresentados na figura 4.

Trocador Na*/H* isoforma 1 (NHE1): O NHEL é essencial para a regulacdo do
pH intracelular. O dominio N-terminal, denominado unidade de transporte, é
altamente sensivel ao amiloride e o dominio C-terminal (ou citoplasmatico
regulatorio) apresenta grande sensibilidade a varios sinais extracelulares, como:
fatores de crescimento, hormonios e alteracbes osmoéticas (137, 138). Possui
distribuicdo ubiqua em todas as células de vertebrados, e nas células de epitélios
esses transportadores localiza-se, preferencialmente, na membrana basolateral (33,
134). Deste modo, no rim, o NHE1 encontra-se na membrana basolateral de todas

as ceélulas dos multiplos segmentos do néfron (12).

Trocador Na*/H* isoforma 3 (NHE3): O NHE3 esta presente preferencialmente
nas células epiteliais do intestino e rins (23). No rim, o NHE3 é expresso
preferencialmente na membrana luminal das células do tabulo proximal e segmento
espesso da alca de Henle (13), onde apresenta papel essencial no balanco acido-

base e regulacdo da presséo arterial (97).

Co-transportador Na*/K*/2ClI- (NKCC2): O NKCC2 é expresso na membrana
apical de células epiteliais da porcdo espessa ascendente da alca de Henle e em
células da macula densa (7), onde apresenta papel importante na modulacdo do
mecanismo de “feedback” tubuloglomerular. E igualmente importante para a
reabsorcéo de Na* e Cl e, por isso, contribui para a manutencdo da pressao arterial
(27).

Co-transportador Na*/Cl- (NCC) e Canal de Na* epitelial sensivel a amiloride

(ENaC): O NCC ¢ expresso no tubulo convoluto distal (102), enquanto que o ENaC é
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predominantemente expresso no tubulo conector e ducto coletor cortical (81). Tanto
o NCC como o ENaC séo proteinas alvos para a acdo da aldosterona na regulacao

da excrecéo de Na*.
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Figura 4: Reabsorcao renal diaria de sodio ao longo do néfron. Adaptada de Vander (2003).

Todos esses transportadores sdo modulados por fatores hormonais e
apresentam alteracdes funcionais na hipertenséo arterial associada a Ang Il (117).

Entretanto, suas fun¢des na DRC s&o pouco conhecidas.
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1.4 Modelo animal de hipertenséo arterial induzida por Ang Il

Varios estudos demonstram que a infusédo crénica de Ang Il por uma ou duas
semanas induz hipertenséo arterial, reducdo nos parametros hemodinamicos renais,
aumento na atividade do SRA intrarrenal e injuria no tecido renal (126, 140). No
entanto, recentemente o nosso grupo observou que ratos tratados com Ang Il por
seis semanas apresentaram hipertensao arterial, remodelamento renovascular
associado ao aumento do fluxo sanguineo renal, ritmo de filtragdo glomerular e fluxo
urinario, além de intenso processo inflamatoério, glomeruloesclerose, proteindria e
perda de poddcitos na urina (26), o que sugere um quadro de DRC decorrente da
acdo de Ang Il. Os efeitos deletérios da Ang Il sobre tais parametros foram
corrigidos por losartan, antagonista do receptor AT1. Porém, no estudo anterior nos
nao investigamos o