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RESUMO 

LINS, B. B. O papel da angiotensina II na doença renal crônica: Contribuição 

das enzimas NADPH oxidases e do estresse de retículo endoplasmático. 2020. 

87 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) – Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

 

A doença renal crônica (DRC) é uma patologia grave e de alta incidência no sistema 
de saúde. Entre os fatores que contribuem para a progressão da DRC, se destaca a 
hipertensão arterial associada à atividade do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA). No entanto, os mecanismos de ação da angiotensina II (Ang II) 
na gênese e progressão de lesões renais ainda não foram completamente 
esclarecidos. A nossa hipótese é que a Ang II circulante em concentrações 
elevadas por um período crônico, poderá ativar o SRA intrarrenal e 
consequentemente induzir lesões no tecido renal, bem como alterações na 
expressão dos transportadores de sódio no epitélio tubular. Assim, o objetivo deste 
estudo foi investigar a ação da Ang II via receptor AT1 na modulação de 
mecanismos celulares responsáveis pela lesão renal crônica, observando a 
contribuição das espécies reativas de oxigênio - EROs, estresse de retículo 
endoplasmático (RE), inflamação e fibrose. Utilizou-se ratos Wistar tratados com Ang 
II (200 ng/kg/min, via mini-bomba osmótica) por 42 dias. A contribuição de AT1 foi 
monitorada pelo antagonista losartan (10 mg/kg/dia) durante 14 dias. A expressão 
gênica no tecido renal foi avaliada por reação em cadeia da polimerase em tempo 
real (qPCR). A expressão de proteínas foi avaliada por Western Blotting, 
imunohistoquímica e imunofluorescência. Os resultados indicam que a ação da Ang 
II/AT1, resultou em aumento da expressão de RNAm para Nox2, Nox4, p22phox, 

p47phox, ATF4, eIF2α, NF-B, IL1β, α-SMA, Keap1 e redução de Nrf2; aumento da 
expressão proteica de NOX2, NOX4, p22phox, p47phox α-SMA, PERK e eIF2α. Além 
disso, a Ang II/AT1 induziu aumento da expressão proteica dos trocadores de 
Na+/H+ isoformas 1 e 3 (NHE1 e NHE3), co-transportadores NKCC2 e NCC e canal 
epitelial para Na+ isoforma β (ENaCβ). Em conclusão, os resultados indicam que o 
tratamento crônico com Ang II/AT1 foi capaz de induzir estresse oxidativo, estresse 
de RE, inflamação e fibrose renal, além de regular o manejo de Na+ tubular por 
aumentar a expressão de NHE1, NHE3, NCC, NKCC2 e ENaCβ. 

 

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

retículo endoplasmático, doença renal crônica. 
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ABSTRACT 

LINS, B. B. The role of angiotensin II in chronic kidney disease: Contribution of 

NADPH oxidase enzymes and endoplasmic reticulum stress. 2020. 87 p. 

Doctorate thesis (Human Physiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São 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 II (Ang II) acts in the 
genesis and progression of renal diseases have not been completely clarified. Our 
hypothesis is that circulating Ang II 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 II 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 II (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, p22phox, 
p47phox, ATF4, eIF2α, NFκB, IL1β, α-SMA, Keap1 and reduction of Nrf2; increased 
protein expression of NOX2, NOX4, p22phox, p47phox, α-SMA, PERK and eIF2α. In 
addition, Ang II/AT1 induced increased protein expression of Na+ / H+ isoforms 1 and 
3 (NHE1 and NHE3) exchangers, NKCC2 and NCC co-transporters and Na+ isoform 
β epithelial canal (ENaCβ). 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 ENaCβ. 
 

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

stress, chronic kidney disease. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Sistema renina-angiotensina sistêmico ................................................. 23 

Figura 2 – Isoformas da NADPH oxidase e suas subunidades regulatórias 
expressas nos rins .................................................................................................. 27 

Figura 3 – Vias da UPR em mamíferos .................................................................. 30 

Figura 4 – Reabsorção renal diária de sódio ao longo do néfron ........................... 34 

Figura 5 – Delineamento experimental ................................................................... 39 

Figura 6 – Expressão de RNAm para componentes do estresse oxidativo em tecido 
renal total de ratos ................................................................................................... 47 

Figura 7 – Expressão proteica para componentes do estresse oxidativo em tecido 
renal total de ratos ................................................................................................... 48 

Figura 8 – Intensidade de fluorescência para componentes do estresse oxidativo  
em tecido renal total de ratos .................................................................................. 49 

Figura 9 – Expressão da proteína PERK no córtex de ratos controles ou tratados 
com Ang II e/ou losartan ......................................................................................... 51 

Figura 10 – Expressão de RNAm e proteica de eIF2α no córtex de ratos controles 
ou tratados com Ang II e/ou losartan. ...................................................................... 52 

Figura 11 – Expressão de RNAm para ATF4 no tecido renal total de ratos controles 
ou tratados com Ang II e/ou losartan ....................................................................... 53 

Figura 12 – Expressão de RNAm para Nrf2 e Keap1 no tecido renal de ratos 
controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. ...................................................... 54 

Figura 13 – Expressão de RNAm para componentes apoptóticos no tecido renal 
total de ratos controles ou   tratados com Ang II e/ou losartan................................ 55 

Figura 14 – Expressão de RNAm para NFκB e IL1β no tecido renal total de ratos 
controles ou tratados com Ang II e/ou losartan ....................................................... 56 

Figura 15 – Expressão de RNAm e da proteína αSMA no tecido renal de ratos 
controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. ...................................................... 57 

Figura 16 – Expressão proteica de NHE1 no córtex renal de ratos ........................ 59 

Figura 17 – Expressão proteica de NHE3 no córtex renal de ratos. ...................... 61 

Figura 18 – Expressão proteica de NKCC2 no córtex renal de ratos ..................... 62 

Figura 19 – Distribuição de NKCC2 no córtex renal de ratos ................................. 63 

Figura 20 – Expressão proteica de NCC no córtex renal de ratos. ......................... 64 

 



14 

 

Figura 21 – Distribuição de NCC no córtex renal de ratos ..................................... 66 

Figura 22 – Expressão proteica de ENaC α e β no córtex renal de ratos. .............. 67 

Figura 23 – Esquema de vias propostas. ............................................................... 75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Estágios da Doença Renal Crônica ...................................................... 20 

Tabela 2 – Detalhes das sondas utilizadas em RT-PCR ........................................ 42 

Tabela 3 – Detalhes dos Anticorpos utilizados ....................................................... 45 

Tabela 4 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal total ou córtex 
para componentes de estresse oxidativo ................................................................ 50 

Tabela 5 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal total ou córtex 
para componentes de estresse de retículo endoplasmático ................................... 53 

Tabela 6 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal total para 
componentes do sistema antioxidante .................................................................... 54 

Tabela 7 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal total para 
componentes apoptóticos ....................................................................................... 56 

Tabela 8 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal total 
componentes inflamatórios...................................................................................... 58 

Tabela 9 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal para NHE1..  60 

Tabela 10 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal para NHE3.61 

Tabela 11 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal para NKCC2 
 ................................................................................................................................ 64 

Tabela 12 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal para NCC .. 65 

Tabela 13 – Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal para ENaC α   
e β ........................................................................................................................... 67 

 

 



16 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ANG II 

AREs 

AT1 

AT2 

ATF4 

ATF6 

ATPase 

AVC 

Bax 

Bcl-2 

cDNA  

CHOP 

 

COOH  

CTL   

DC 

DNA 

DRC  

EFDRC 

eIF2α 

ENaCα 

ENaCβ 

ERE 

EROs  

EPM 

GAPDH 

H+ 

HAS 

H2O2  

IF 

IHQ 

Angiotensina II 

Do inglês: Antioxidant Response Elements  

Receptor de Angiotensina II do tipo 1 

Receptor de Angiotensina II do tipo 2 

Do inglês: Activating Transcription Factor 4 

Do inglês: Activating Transcription Factor 6 

Enzima que hidrolisa ATP 

Acidente Vascular Cerebral 

Do inglês: BCL-2 associated protein X 

   Do inglês: B-cell lymphoma protein 2 

Ácido desoxirribonucleico complementar 

Do inglês: CCAAT- enhancer-binding protein homologous 

protein 

Terminal carboxila 

Controle 

Débito Cardíaco 

Ácido desoxirribonucleico  

Doença Renal Crônica 

Estágio Final da Doença Renal Crônica 

Do inglês: Eukaryotic Translation Initiation Factor alpha 

Canal de sódio epitelial isoforma alfa 

Canal de sódio epitelial isoforma beta 

Estresse de Retículo Endoplasmático 

Espécies Reativas de Oxigênio 

Erro Padrão da Média 

Do inglês: Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase 

Hidrogênio 

Hipertensão Arterial Sistêmica 

Peróxido de Hidrogênio 

Imunofluorescência 

Imunohistoquímica 

 



17 

 

IkB 

IRE1 

Keap 1 

Los 

MEC 

Na+ 

NADPH oxidase 

 

Na+/H+ 

Na+/K+ATPase 

NCC 

NHE1 

NHE3 

NFκB 

NKCC2 

Nrf2 

O2- 

OH- 

ONOO- 

PA 

PCR 

PERK 

 

Rac 1 

RE 

RFG 

RNAm 

SRA 

SRAA 

TGFβ 

UPR 

WB 

Do inglês: Inhibitor of kappa B 

Do inglês: Inositol-Requiring Kinase 1Do inglês: Kelch-like 

ECH-associated protein 1 

Losartan 

Matriz Extracelular 

Sódio 

Do inglês: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-

oxidase 

Trocador de sódio/hidrogênio 

Bomba Sódio/Potássio 

Co-transportador sódio e cloreto 

Trocador de sódio e hidrogênio isoforma 1 

Trocador de sódio e hidrogênio isoforma 3 

Do inglês: factor nuclear kappa B 

Co-transportador sódio, potássio e cloreto 2 

Do inglês: Nuclear Factor Erythroid 2 

Ânion Superóxido 

Radical Hidroxila 

Peroxinitrito 

Pressão Arterial 

Do inglês: Polimerase Chain Reaction 

Do inglês: protein kinase (PKR)-like endoplasmic reticulum 

kinase 

Do inglês: Related C3 Botulinum Toxin Substrate 

Retículo Endoplasmático 

Ritmo de Filtração Glomerular  

Ácido ribonucleico mensageiro 

Sistema Renina Angiotensina 

Sistema Renina Angiotensina Aldosterona 

Do inglês: Transforming growth factor beta 

Do inglês: Unfolded Protein Response 

 Western blotting 

 

 

 

 



18 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................ 20 

1.1 Doença Renal Crônica (DRC) ou Insuficiência Renal Progressiva ............. 20 

1.2 Pressão Sanguínea ........................................................................................... 21 

1.2.1 Hipertensão Arterial Sistêmica e Doença Renal Crônica ....................... 22 

1.3 Sistema renina-angiotensina (SRA) ................................................................. 23 

1.3.1 Sistema renina-angiotensina intrarrenal ........................................... 25 

1.3.2 Angiotensina II e a doença renal crônica .......................................... 26 

1.3.3 Angiotensina II e a geração de espécies reativas de oxigênio no rim

 26 

1.3.4 Espécies reativas de oxigênio e estresse de retículo 

endoplasmático ................................................................................................... 28 

1.3.5 Espécies reativas de oxigênio e o sistema antioxidante. ................ 30 

1.3.6 Espécies reativas de oxigênio, inflamação e fibrose. ...................... 31 

1.3.7 Efeito da Ang II no transporte de sódio ao longo do néfron............ 32 

1.4 Modelo animal de hipertensão arterial induzida por Ang II. .......................... 35 

2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE ....................................................................... 36 

3 OBJETIVOS .................................................................................................... 37 

3.1 Geral ............................................................................................................... 37 

3.2 Específicos..................................................................................................... 37 

4 MATERIAIS E MÉTODOS .............................................................................. 38 

4.1 Animais experimentais ..................................................................................... 38 

4.2 Obtenção dos modelos experimentais ......................................................... 38 

4.3 Delineamento experimental .............................................................................. 39 

4.4 Procedimento cirúrgico .................................................................................... 40 

 



19 

 

4.5 Relação entre o estudo anterior e o atual ....................................................... 40 

4.6 Perfusão renal e retirada de órgãos ................................................................ 40 

4.7 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) .......................... 41 

4.7.1 Extração do RNA total .................................................................................. 41 

4.7.2 Síntese do cDNA a partir do RNAm ............................................................. 41 

4.7.3 Expressão gênica pela reação em cadeia da polimerase em tempo real .... 41 

4.8 Análise da expressão proteica por Western Blotting ..................................... 43 

4.8.1 Preparação de membranas .......................................................................... 43 

4.8.2 Transferência de proteínas do gel para a membrana de PVDF ................... 43 

4.9 Imunohistoquímica............................................................................................ 44 

4.10 Imunofluorescência......................................................................................... 46 

4.11 Análise estatística ........................................................................................... 46 

5 RESULTADOS ................................................................................................ 47 

5.1 Efeito da Ang II e/ou losartan no estresse oxidativo, estresse de retículo 

endoplasmático, processos inflamatórios e apoptose no tecido renal. ............ 47 

5.2 Efeito da Ang II e/ou losartan na expressão dos transportadores de 

sódio....... .................................................................................................................. 58 

6 DISCUSSÃO ................................................................................................... 68 

6.1 Efeito da Ang II e/ou losartan no estresse oxidativo, estresse de RE, 

processos inflamatórios, fibróticos e apoptóticos. ............................................. 68 

6.2 Efeito da Ang II e/ou losartan nos transportadores de sódio e hidrogênio. 71 

7 CONCLUSÕES ............................................................................................... 76 

8 REFERÊNCIAS* ............................................................................................. 77 

 

 

 

 



20 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1  Doença Renal Crônica (DRC) ou Insuficiência Renal Progressiva 

 

A doença renal crônica (DRC) constitui um sério problema de saúde pública, 

de crescimento alarmante (52). O censo de 2017 da Sociedade Brasileira de 

Nefrologia apontou que aproximadamente 127.000 pacientes estavam em 

tratamento dialítico (130). A DRC é caracterizada por perda progressiva da função 

renal, atrofia tubular, rarefação microvascular, inflamação e deposição de matriz 

extracelular (MEC) no espaço intersticial entre os néfrons, levando à fibrose tecidual 

(75).  

Independentemente da causa, a DRC é classificada em cinco estágios com 

base no nível de função renal do paciente (Tabela 1) e o índice de mortalidade está 

diretamente relacionado à gravidade do estágio da doença, sendo maior nos 

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

 

 

Tabela 1:  Estágios da Doença Renal Crônica  

Estágio Descrição RFG 

mL/min/1,73m2 

1 Lesão renal com RFG normal ou aumentado 

 
> 90 

 

2 Lesão renal com RFG levemente diminuído 

 
60 - 89 

 

3 Lesão renal com RFG moderadamente diminuído 

 
30 - 59 

 

4 Lesão renal com RFG severamente diminuído 

 
15 - 29 

 

5 Falência renal 

 
< 15 ou diálise 

 

RFG = Ritmo de Filtração Glomerular. 

 

 

Em linhas gerais, os mecanismos que mais contribuem para o início e a 

progressão da DRC incluem: 1) susceptibilidade - associada à idade, histórico 
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familiar, redução da massa renal e baixo peso ao nascer; 2) iniciação - decorrente 

de obesidade, diabetes mellitus, hipertensão arterial, doenças auto-imunes, 

infecções sistêmicas e drogas; 3) progressão - associada à proteinúria decorrente de 

alterações na barreira de ultrafiltração e injúria de podócitos (26), hipertensão 

arterial, obesidade e controle inadequado da glicemia em pacientes diabéticos (128). 

A presença de anemia também pode sinalizar DRC, uma vez que nessa condição os 

rins apresentam deficiência na síntese de eritropoietina - hormônio que estimula a 

produção de hemácias na medula óssea.  

Em estágios avançados a DRC é caracterizada pelo desenvolvimento de 

glomeruloesclerose, infiltração principalmente de leucócitos no interstício renal e 

fibrose progressiva do interstício renal (1, 116). Por essa razão, o estudo de fibrose 

intersticial e dos mecanismos envolvidos, tem atraído atenção da comunidade 

científica especializada. No estágio final da DRC (EFDRC), o RFG atinge valores 

próximos a 15 mL/min e nessa condição o paciente passa a depender de terapia por 

hemodiálise (37).  

 

 

1.2 Pressão Sanguínea  

 

Uma das principais funções do sistema cardiovascular é a manutenção do 

fluxo sanguíneo adequado para garantir a perfusão tecidual no organismo. Nesse 

sentido, a pressão sanguínea passa a ser a principal grandeza física responsável 

pela manutenção de fluxo, e por isso, deve ser rigorosamente controlada. 

Conceitualmente, a pressão sanguínea é definida como a força que o volume de 

sangue exerce contra as paredes dos vasos na unidade de tempo, ou força motriz 

que gera fluxo. De acordo com a Lei de Poiseuille, o fluxo é diretamente proporcional 

à diferença de pressão do sangue nas extremidades de um vaso e inversamente 

proporcional à resistência vascular. Dessa forma, a pressão sanguínea arterial ou 

pressão arterial (PA) pode ser definida como o produto entre o débito cardíaco (DC = 

volume sistólico x frequência cardíaca) e a resistência hidráulica vascular total 

(RVPT). O termo pressão arterial se deve ao fato de que as artérias e arteríolas 

conferem uma maior resistência hidráulica ao fluxo sanguíneo (2). 

O valor da pressão arterial média (PAM) é obtido pela relação PAM = [(2PAD) 

+ PAS)/3], onde “PAD” equivale à diastólica e “PAS” equivale à sistólica.  Em 



22 

 

condição fisiológica, a PAS é da ordem de 120 mmHg, a PAD de 80 mmHg (onde se 

lê 120 x 80 mmHg) e portanto a PAM é aproximadamente 93 mmHg. Nessa 

condição, 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 síntese e secreção de hormônios, incluindo 

a angiotensina e vasopressina, e dos mecanismos de ajustes renais e 

hemodinâmicos, os quais favorecem a excreção de água e sal (2).    

 

 

1.2.1 Hipertensão Arterial Sistêmica e Doença Renal Crônica 

 

A Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) é uma doença caracterizada por 

elevados níveis de pressão arterial, sendo igual ou superior a 140 x 90 mmHg e que 

pode se tornar crônica. A hipertensão arterial é frequente em doenças 

cardiovasculares e é um importante fator de risco para acidente vascular cerebral 

(AVC), infarto no miocárdio e doença renal crônica. É considerada um problema 

grave da saúde pública mundial e no Brasil atinge cerca de 36 milhões de pessoas, 

sendo 60 % idosos e 5% crianças (24).   

A hipertensão arterial pode ser classificada em dois tipos 1) essencial ou 

primária (cerca de 90% dos casos), cujas causas são desconhecidas e podem estar 

associadas aos fatores genéticos, ambientais e/ou comportamentais, como por 

exemplo, a ingestão excessiva de sal) (15); e 2) secundária (10% dos casos) de 

causas conhecidas e que podem estar associadas ao hiperaldosteronismo primário, 

a síndrome de apneia obstrutiva do sono e principalmente à doença renovascular, 

realçando a estenose da artéria renal. 

A hipertensão arterial ocorre principalmente pela combinação do excesso de 

Na+ e água no fluido extracelular, ativação do sistema nervoso simpático e do 

sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (88). Na hipertensão arterial 

crônica, ocorre também hipertensão glomerular e consequente declínio do ritmo de 

filtração glomerular (RFG), condição peculiar da doença renal crônica (DRC) (20).  
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1.3 Sistema renina-angiotensina (SRA) 

 

O SRA sistêmico foi descrito pela primeira vez por Tigerstedt e Bergman no 

final do século XIX e desde então, vem sendo amplamente estudado. Na cascata de 

sinalização clássica do SRA, a angiotensina II (Ang II) é um dos principais peptídeos 

investigados em decorrência de suas múltiplas funções teciduais. Em condições 

fisiológicas, a Ang II plasmática se encontra em concentrações de 10 a 20 pM (120) 

e atua em vários tecidos via receptores do tipo AT1 e AT2, ambos pertencentes à 

família de receptores acoplados à proteína G (GPCRs) (89). A ativação do receptor 

AT1 desencadeia as respostas fisiológicas mais clássicas da Ang II, como por 

exemplo, a manutenção da pressão arterial e do volume do fluido extracelular (4) 

(figura 1).  

 

 

 

 

Figura 1: Sistema renina-angiotensina sistêmico. ECA: Enzima Conversora de 
Angiotensina; PA: Pressão Arterial; Na+: Sódio. 
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A interação entre Ang II e o receptor AT1 resulta na ativação de várias vias de 

sinalização intracelular moduladas pelas proteínas Gi, Gq12/13 e Gs (38, 43). Além 

disso, a interação Ang II/AT1 regula vias independentes de proteínas G, como a da 

proteína associada ao receptor AT1 (ATRAP1) e a da β-arrestina, ambas envolvidas 

na internalização do AT1; da Janus quinase (JAK) e Src, que ativam 

respectivamente, as proteínas transdutoras de sinais e ativadoras de transcrição 

(STAT), além das cinases como a Erk (do inglês: extracellular signal-regulated 

kinases) (77). O aumento nas concentrações de Ang II no plasma ou aumento na 

expressão de receptores AT1 nas células dos diferentes tecidos pode resultar em 

vasoconstrição, liberação de aldosterona pela zona glomerulosa da glândula 

adrenal, alterações no transporte de sódio em diversos segmentos do néfron e 

estimulação do sistema nervoso simpático (via receptores cerebrais) (8, 73). Nessa 

condição, a Ang II passa a ser considerada uma molécula importante na geração e 

manutenção da hipertensão arterial (55). Além disso, a Ang II induz aumento na 

produção de EROs associada à produção de citocinas pró-inflamatórias, fatores pró-

fibróticos e pró-apoptóticos, o que resulta em injúria 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 progressão de doenças renais em humanos e 

modelos experimentais.  

O receptor AT2 é essencialmente expresso nas células de tecidos 

embrionários e é importante para a diferenciação celular e o desenvolvimento de 

órgãos (78, 80). Após o nascimento, a expressão de receptores AT2 decai; contudo, 

persiste em vários órgãos incluindo o coração, glândula adrenal, rins e vasos, onde 

medeiam importantes efeitos fisiológicos da Ang II (25). A expressão de receptores 

AT2 pode aumentar em situações de injúria cardíaca ou vascular e durante os 

processos de cicatrização do tecido renal, o que sugere sua participação nos 

mecanismos de remodelamento tecidual (43, 132), respostas vasodilatadoras, anti-

inflamatórias e anti-fibróticas (34, 112, 118). Tais respostas são essenciais para 

contrabalançar as injúrias teciduais que ocorrem em detrimento dos efeitos 

mediados pelo receptor AT1. As vias de sinalização celular relativas à ativação dos 

receptores AT2 dependem de mecanismos associados ou não à proteína G (Giα2 e 

Giα3) (103). De maneira geral, as repostas celulares por ativação de AT2 resultam na 
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geração de monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) e óxido nítrico, ativação da 

peptidil peptidase 2 A (PPA2) e estimulação da fosfolipase A2 (25, 63, 124). 

 

 

1.3.1 Sistema renina-angiotensina intrarrenal 

 

Diversos estudos demonstram a presença e a importância de SRA locais, em 

vários tecidos como coração, tecido adiposo, glândulas adrenais, sistema nervoso 

central e rins. Em condições fisiológicas, a Ang II sistêmica mantém a atividade 

basal do SRA intrarrenal devido ao mecanismo de retroalimentação positiva pelo 

qual a Ang II via receptor AT1, ativa a síntese de angiotensinogênio essencialmente 

pelas células do túbulo proximal, bem como a síntese de renina e da enzima 

conversora de Ang I (ECA1) no néfron distal (18). Nessa condição, a concentração 

de Ang II na luz tubular é elevada em relação ao plasma e alcança a faixa de 

nanomolar (139). Por outro lado, em altas concentrações plasmáticas, a Ang II 

potencializa a atividade do SRA intrarrenal, o que resulta em maior interação da Ang 

II intrarrenal com os receptores do tipo AT1 para sustentar a hipertensão arterial e 

induzir alterações na hemodinâmica e função renal (26).  

Inicialmente, as arteríolas aferentes renais respondem ao aumento da 

pressão arterial com vasoconstrição e consequente queda da perfusão glomerular e 

do RFG. Na tentativa de assegurar o RFG, o rim lança mão de outro mecanismo que 

inclui a ação da Ang II via receptor AT1 no aumento da resistência das arteríolas 

eferentes. Entretanto, a persistente ação da Ang II via receptor AT1 em várias 

células renais, passa a estimular a síntese de TGF-β1 (do inglês: Transforming 

growth factor beta 1) (143) e este por sua vez, reduz a capacidade de 

autorregulação das arteríolas aferentes (122). Em conjunto, a queda na resistência 

da arteríola aferente e o aumento da resistência da arteríola eferente resultam em 

elevação da pressão transcapilar glomerular (108) e consequentemente aumento do 

RFG, condição que favorece inúmeros eventos celulares responsáveis pela 

progressão da injúria renal. 
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1.3.2 Angiotensina II e a doença renal crônica 

 

 Além de atuar na hemodinâmica renal, a Ang II intrarrenal induz alterações 

na barreira de ultrafiltração glomerular, aumento das espécies reativas de oxigênio 

(EROs) no tecido renal, proliferação de células mesangiais, inflamação, fibrose 

vascular e glomerular devido ao acúmulo de elementos de matriz extracelular (MEC) 

e colágenos I, III e IV nos vasos de resistência, glomérulos e interstício renal (51, 69, 

96, 105, 146). Por outro lado, não se conhece as vias de sinalização celular pelas 

quais a Ang II regula tais eventos no tecido renal. 

Na barreira de ultrafiltração glomerular, a Ang II induz queda da síntese de 

proteoglicanos e reduz a transcrição de nefrina - proteína do diafragma podocitário 

(19, 144), resultando no aumento da permeabilidade da membrana basal glomerular 

e apoptose de podócitos (108). A membrana basal glomerular mais permeável, 

permite a passagem de proteínas da luz do capilar para o espaço de Bowman. As 

proteínas filtradas, incluindo a albumina são reabsorvidas no túbulo proximal por 

endocitose mediada pelas proteínas receptoras denominadas megalina e cubilina 

(14). Contudo, na célula do túbulo proximal o metabolismo dessas proteínas 

endocitadas pode resultar na síntese de citocinas, as quais induzem lesões no 

epitélio tubular e ao serem liberadas no interstício, estimulam eventos como a 

migração de macrófagos e linfócitos T, a proliferação de fibroblastos e a produção 

dos componentes de matriz extracelular (MEC), incluindo colágenos e integrinas 

(101). Em excesso, as proteínas filtradas e não processadas corretamente pelo 

túbulo proximal contribuem para a proteinúria. No conjunto, a ação positiva da Ang II 

sobre a proteinúria associada aos processos inflamatórios, fibróticos e acúmulo de 

MEC, resulta em expansão glomerular e desenvolvimento de glomeruloesclerose 

(107), condição que representa o estágio avançado da DRC (47).  

 

 

1.3.3 Angiotensina II e a geração de espécies reativas de oxigênio no rim  

 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são moléculas pequenas e 

altamente reativas como resultado da presença de elétrons não pareados. Um 

exemplo clássico das EROs é o ânion superóxido (O2
'), produzido a partir do 

oxigênio molecular por ação da NADPH oxidase (do inglês: nicotinamide adenine 
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dinucleotide phosphate-oxidase); o radical hidroxila (OH-) e o peroxinitrito (ONOO-). 

Dentre as espécies reativas de oxigênio, o ânion superóxido (O2
') é a molécula mais 

importante para a indução do estresse oxidativo, condição que potencializa a 

progressão de várias patologias.  

O estresse oxidativo é uma condição biológica em que ocorre desequilíbrio na 

produção de EROs, as quais têm papel importante na sinalização intracelular, cujas 

vias regulam as respostas biológicas como expressão gênica, crescimento e 

diferenciação celular, síntese de MEC e estimulação de cinases pró-inflamatórias 

(133). 

A NADPH oxidase é representada por uma família que compreende sete 

isoformas: Nox1-Nox5, Duox1 e Duox2, as quais são expressas em diversos tecidos 

(10). O rim expressa Nox1, Nox2 – com funções pouco definidas, e expressa 

principalmente Nox4 (121). No entanto, sabe-se que a Nox2 é regulada pelas 

enzimas p22phox e p47phox (42, 121). A Nox4, que também é regulada pela p22phox 

(figura 2), é a mais importante fonte de EROs intrarrenal (121) e está associada aos 

eventos patológicos que culminam na injúria de mesângio, podócitos e células 

tubulares renais (42).  

 

 

  

Figura 2: Isoformas da NADPH oxidase e suas subunidades regulatórias expressas nos 
rins. Nox1 e Nox2 requerem associação com subunidades citosólicas para sua 
ativação. Nox4 não é regulada por nenhuma subunidade regulatória conhecida. 
Adaptado de Alexander Sirker (2011). 

 

 

A interação entre Ang II/AT1 resulta na geração de ácido araquidônico, 

ativação da proteína cinase C (PKC) ou da proteína cinase B (AKT) (50). Uma vez 

ativadas, essas proteínas modulam a atividade da Rac1 (do inglês: related C3 

botulinum toxin substrate) - um membro da família Rho GTPases que ativa a 
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isoforma Nox4 da NADPH oxidase e consequentemente, aumenta a geração de 

EROs (50). Embora tenha ocorrido avanço na caracterização das isoformas de Nox 

e nos mecanismos de geração de EROs no tecido renal, a função exata da Nox1, 

Nox2 e Nox4 nos eventos de injúria renal ainda não é clara, e merece atenção visto 

que a geração de EROs está envolvida na patogênese da insuficiência renal aguda 

(92)  e possivelmente na progressão da DRC.  

É importante ressaltar que o estresse oxidativo está constantemente presente 

em todas as formas de DRC, especialmente quando a geração de EROs excede a 

capacidade do sistema de defesa antioxidante (106). Esse aumento da produção de 

EROs no rim é impulsionado principalmente pela ativação da NADPH oxidase, 

disfunção mitocondrial e estresse de retículo endoplasmático (21, 85).  

 

 

1.3.4 Espécies reativas de oxigênio e estresse de retículo endoplasmático 

 

 O retículo endoplasmático (RE) é uma organela com função essencial na 

biossíntese, enovelamento e modificações estruturais de proteínas, além de atuar 

como reservatório de cálcio intracelular (114). Considerando que o enovelamento de 

proteínas no RE é um processo químico em que a estrutura da proteína assume a 

sua configuração funcional na dependência de fatores como a temperatura e as 

moléculas que a rodeiam, é pertinente ressaltar que o aumento das EROs pode 

dificultar o enovelamento proteico no RE (32). Nessa condição, o acúmulo de 

proteínas mal enoveladas compromete a homeostase da organela, o que caracteriza 

o estresse de RE (85). Em resposta à disfunção do RE as células tentam 

restabelecer a função da organela, ativando um mecanismo conhecido como 

resposta às proteínas mal enoveladas - Unfolded protein response - UPR (17, 83). 

Este mecanismo por sua vez, é mediado por três proteínas cinases localizadas na 

membrana do RE: PERK (do inglês: protein kinase (PKR)-like endoplasmic reticulum 

kinase), ATF6 (do inglês: activating transcription factor 6) e IRE1 (do inglês: inositol-

requiring kinase 1) (119).  

Em condições normais, essas proteínas são mantidas no estado inativo 

devido às interações com a Chaperona (Bip ou GRP78) (64). Entretanto, quando há 

proteínas mal enoveladas (figura 3), a GRP78 se dissocia dessas proteínas e estas 

são ativadas por autofosforilação (11). A proteína PERK fosforilada ativa os fatores 
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Nrf2 (do inglês: nuclear factor erythroid 2) e eIF2α (do inglês: eukaryotic translation 

initiation factor alpha). O eIF2α quando fosforilado na serina 51 diminui sua 

atividade, reduzindo as taxas de início da tradução e de síntese protéica (54) e 

consequentemente ativando o ATF4 (do inglês: activating transcription factor 4) 

(104). Os fatores ATF4 e Nrf2 induzem aumento na expressão de genes que 

facilitam a adaptação das células ao estresse (74), incluindo os genes envolvidos no 

metabolismo de aminoácidos, reações do tipo redox e secreção de proteínas (53, 

54). Vale ressaltar que nem todos os genes regulados por ATF4 são anti-

apoptóticos. Quando o estresse de RE persiste e a quantidade de proteínas mal 

enoveladas aumenta, a via PERK/eIF2α/ATF4 é potencializada e nessa condição, o 

ATF4 induz a transcrição de CHOP (do inglês: CCAAT- enhancer-binding protein 

homologous protein), o qual induz aumento da produção de EROs no RE e ativa 

proteínas apoptóticas em resposta ao estresse de RE (95).  

Além disso, a liberação de GRP78 também permite a dimerização de IRE1α, 

aumentando sua atividade através de autofosforilação. A IRE1α então remove um 

íntron de 26 bases do RNAm da XBP1. O RNAm de XBP1 conjugado codifica um 

potente fator de transcrição que é translocado para o núcleo, ativando a expressão 

de genes alvo de UPR, que tem propriedades de pró-sobrevivência ou pró-

apoptótica (6). Por fim, a liberação 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 citosólico ativo (ATF6 p50). Este fragmento migra 

para o núcleo, ativando também a transcrição dos genes alvo da UPR (148). Há 

evidências que o estresse de RE tem papel importante na progressão de patogenias 

como a progressão de fibrose renal (40), porém os mecanismos não são bem 

conhecidos. 

É importante ressaltar que o estresse oxidativo e o estresse de retículo 

endoplasmático podem induzir apoptose - morte celular programada (95), 

monitorada pela expressão das proteínas Bax (15) e caspases 3, 9 e 12. 
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Figura 3: Vias da UPR em mamíferos. Durante o estresse de RE, o GRP78 liga-se 
preferencialmente a proteínas desdobradas ou mal dobradas, afastando assim o 
equilíbrio da ligação entre GRP78 e IRE1α, PERK e ATF6. A liberação de 
GRP78 resulta na ativação da PERK, IRE1α e ATF6 através de autofosforilação 
desencadeando uma cascata de ativações para os genes alvo da UPR. 
Adaptado de Kezhong Zhang (2008). 

 

 

1.3.5 Espécies reativas de oxigênio e o sistema antioxidante. 

 

O sistema de defesa antioxidante consiste de inúmeras moléculas, incluindo o 

Nrf2 (do inglês: Nuclear factor erythroid 2-related factor 2), cujo papel central é a 

indução de genes que codificam enzimas desintoxicantes e proteínas associadas.  

Portanto, o Nrf2 é um fator regulador das respostas adaptativas celulares frente ao 

estresse oxidativo (94). Em condições fisiológicas, o Nrf2 interage com a proteína 

Keap1 (do inglês: Kelch-like ECH-associated protein 1) e o complexo proteico 

permanece no citosol associado ao citoesqueleto (57). Tal organização proteica 

favorece a inativação do Nrf2 pela Keap1 (57). Nesta condição, os resíduos de 

cisteínas da Keap1 atuam como sensores do estado redox intracelular (106). Assim, 

o aumento das EROs induz alterações conformacionais nestes resíduos de 
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cisteínas, o que resulta na dissociação do complexo proteico Nrf2/Keap1 (71). Nessa 

condição, a modificação de Keap1 e a translocação nuclear de Nrf2 pode ocorrer 

via fosforilação de seus resíduos de treonina ou serina por cinases a montante, 

como a proteína cinase C (PKC), a proteína cinase ativada por mitogênio (MAPK), a 

fosfatidilinositol-3-cinase (PI3 cinase)/Akt e a PERK.  

 O Nrf2 livre é translocado para o núcleo e interage com os elementos de 

respostas antioxidantes (AREs) localizados nas regiões promotoras de genes que 

atuam nas respostas citoprotetoras contra o estresse oxidativo. Essa associação 

Nrf2/AREs resulta na regulação da transcrição de genes antioxidantes, incluindo as 

enzimas heme oxigenase -1 (HO-1), superóxido 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 disfunção de Nrf2 induz aumento da 

inflamação renal levando ao acúmulo de hidroperóxidos e  lipoperóxidos, que são 

potentes ativadores do NFκB no tecido renal. Além disso, Zoja e colaboradores 

sugeriram um envolvimento do complexo Nrf2/Keap1 na degradação do NFB (150) 

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

 

 

1.3.6 Espécies reativas de oxigênio, inflamação e fibrose. 

 

O NFB (do inglês: factor nuclear kappa B) é a molécula chave para a 

transcrição de fatores pró-inflamatórios em todos os tecidos, incluído o tecido renal 

(48, 111). A ativação do NFB resulta em aumento da expressão de citocinas 

inflamatórias como TNFα, IL-1, IL-6 (131), moléculas de adesão e quimiocinas, 

aumento da infiltração de neutrófilos, produção de EROs e injúria endotelial 

microvascular (131). O NFB está também associado aos eventos celulares como 

apoptose, proliferação e desdiferenciação (111). Na ausência de estímulos 

inflamatórios, o NFB permanece em estado inativo por estar suprimido pelo IκB (do 

inglês: inhibitor of kappa B). Na presença de estímulos, o IκB é fosforilado e 

degradado, expondo o NFB que por sua vez é translocado para o núcleo celular 

para induzir transcrição de genes inflamatórios (148).    
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Na clínica, as terapias para modular a ativação de NFB nas doenças renais 

são pouco conhecidas e são limitadas ao uso de antagonistas dos receptores AT1 

ou receptores de mineralocorticódes (111). Por outro lado, já é bem descrito em 

outros tecidos incluindo o vascular, que o peróxido de hidrogênio (H2O2) regula a 

transcrição do NFB (91). Além do estresse oxidativo, foi demonstrado que a 

ativação de NFB pode estar associada ao estresse de retículo endoplasmático (RE) 

(45, 99). 

Na progressão da doença renal as citocinas transcritas pelo NFB atuam nas 

células renais (células tubulares, mesangiais e fibroblastos) para induzir proliferação 

e alterações fenotípicas. Essas células, principalmente os fibroblastos, tornam-se 

miofobroblastos (principais mediadores celular de fibrose) e passam a expressar a  

α-actina de musculo liso (αSMA) e aumentar a produção de colágeno e outros 

componentes da MEC (147). Assim, a αSMA passa a ser um bom marcador do 

processo fibrótico renal.  

Além disso, o TGFβ é um importante regulador de fibrose (41), em vários 

modelos experimentais de DRC. Sabe-se que a Ang II pode promover a síntese de 

TGFβ e dessa forma atuar na fibrogênese (76, 129). Portanto, o uso de inibidores do 

SRA poderá suprimir a fibrogênese induzida por Ang II/ TGFβ. 

 

 

1.3.7 Efeito da Ang II no transporte de sódio ao longo do néfron 

 

Considerando a importância da Ang II na injúria tubular renal, a relevância do 

transporte de íons nos diferentes segmentos do néfron para o balanço 

hidroeletrolítico no meio interno e a geração de ânion superóxido em segmentos 

específicos do néfron em resposta a Ang II, é pertinente investigar a expressão 

proteica dos principais transportadores de sódio na DRC associada à exposição 

crônica de Ang II.  

  O sódio (Na+) é um íon essencial para o meio interno porque entre inúmeras 

funções, permite a manutenção do volume do fluido extracelular. A energia para a 

reabsorção renal de Na+ é proveniente da Na+/K+ ATPase - proteína integral de 

membrana, localizada na membrana basolateral das células epiteliais, cuja função é 

criar e manter o gradiente favorável para a entrada de sódio na célula (2). Em 
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síntese, a Na+/K+ ATPase transporta três íons Na+ para fora da célula e dois íons K+ 

para dentro, em consequência da hidrólise de uma molécula de ATP, assim a Na+/K+ 

ATPase promove um gradiente químico e elétrico, pois bombeia mais íons positivos 

para fora da célula que para dentro, fazendo com que o ambiente intracelular fique 

mais negativo em relação ao meio extracelular. Por isso, a Na+/K+ ATPase é 

eletrogênica. 

 Entre os vários transportadores de Na+ no néfron destaca-se a importância 

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 serão descritos a seguir e 

apresentados na figura 4.  

Trocador Na+/H+ isoforma 1 (NHE1): O NHE1 é essencial para a regulação do 

pH intracelular. O domínio N-terminal, denominado unidade de transporte, é 

altamente sensível ao amiloride e o domínio C-terminal (ou citoplasmático 

regulatório) apresenta grande sensibilidade a vários sinais extracelulares, como: 

fatores de crescimento, hormônios e alterações osmóticas (137, 138). Possui 

distribuição ubíqua 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 células dos múltiplos segmentos do néfron (12).  

  Trocador Na+/H+ isoforma 3 (NHE3): O NHE3 está presente preferencialmente 

nas células epiteliais do intestino e rins (23). No rim, o NHE3 é expresso 

preferencialmente na membrana luminal das células do túbulo proximal e segmento 

espesso da alça de Henle (13), onde apresenta papel essencial no balanço ácido-

base e regulação da pressão arterial (97). 

Co-transportador Na+/K+/2Cl- (NKCC2): O NKCC2 é expresso na membrana 

apical de células epiteliais da porção espessa ascendente da alça de Henle e em 

células da mácula densa (7), onde apresenta papel importante na modulação do 

mecanismo de “feedback” tubuloglomerular. É igualmente importante para a 

reabsorção de Na+ e Cl- e, por isso, contribui para a manutenção da pressão arterial 

(27).  

Co-transportador Na+/Cl- (NCC) e Canal de Na+ epitelial sensível à amiloride 

(ENaC): O NCC é expresso no túbulo convoluto distal (102), enquanto que o ENaC é 
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predominantemente expresso no túbulo conector e ducto coletor cortical (81). Tanto 

o NCC como o ENaC são proteínas alvos para a ação da aldosterona na regulação 

da excreção de Na+. 

 

 

 

Figura 4: Reabsorção renal diária de sódio ao longo do néfron. Adaptada de Vander (2003). 

 

 Todos esses transportadores são modulados por fatores hormonais e 

apresentam alterações funcionais na hipertensão arterial associada à Ang II (117). 

Entretanto, suas funções na DRC são pouco conhecidas. 
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1.4 Modelo animal de hipertensão arterial induzida por Ang II. 

 

Vários estudos demonstram que a infusão crônica de Ang II por uma ou duas 

semanas induz hipertensão arterial, redução nos parâmetros hemodinâmicos renais, 

aumento na atividade do SRA intrarrenal e injúria no tecido renal (126, 140). No 

entanto, recentemente o nosso grupo observou que ratos tratados com Ang II por 

seis semanas apresentaram hipertensão arterial, remodelamento renovascular 

associado ao aumento do fluxo sanguíneo renal, ritmo de filtração glomerular e fluxo 

urinário, além de intenso processo inflamatório, glomeruloesclerose, proteinúria e 

perda de podócitos na urina (26), o que sugere um quadro de DRC decorrente da 

ação de Ang II. Os efeitos deletérios da Ang II sobre tais parâmetros foram 

corrigidos por losartan, antagonista do receptor AT1. Porém, no estudo anterior nós 

não investigamos o efeito da Ang II via receptor AT1 na manifestação de genes 

associados à DRC e nem na expressão dos transportadores de Na+ renais. 
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2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE  

 

Considerando que a progressão da DRC associada à hipertensão arterial 

pode estar associada aos efeitos induzidos pela Ang II, torna-se pertinente investigar 

os mecanismos pelos quais a Ang II participa desse processo. Neste contexto, a 

nossa hipótese é que a Ang II circulante em concentrações elevadas por um 

período crônico, pode ativar o SRA intrarrenal e consequentemente favorecer as 

lesões no tecido renal, bem como alterações na expressão dos transportadores de 

sódio no epitélio tubular. Com este estudo esperamos contribuir para a geração de 

informações relevantes a cerca dos eventos celulares responsáveis pela expressão 

dos genes associados aos efeitos da Ang II na progressão da DRC.  
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3 OBJETIVOS    

 

3.1 Geral 

Investigar a ação da Ang II via receptor AT1 na modulação de mecanismos 

celulares responsáveis pela lesão renal crônica e pela reabsorção de sódio. 

 

3.2 Específicos  

 

 Verificar a contribuição das espécies reativas de oxigênio (EROs), do estresse 

de retículo endoplasmático (RE), inflamação e fibrose na lesão renal crônica 

induzida por Ang II. 

 Verificar a ação da Ang II na expressão dos transportadores de sódio ao 

longo do néfron. 

 Verificar a contribuição do losartan (antagonista do receptor AT1) em reduzir 

ou abolir os efeitos deletérios da Ang II na lesão renal crônica. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Animais experimentais  

 

 Nesse estudo foram utilizados ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar, 

pesando entre 150 e 200 gramas, adquiridos no biotério de criação do Instituto de 

Ciências Biomédicas/ICB-USP e mantidos no biotério de experimentação do 

Departamento de Fisiologia e Biofísica do ICB-USP. Os animais foram mantidos sob 

condição de controle da temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre 

acesso à água e à alimentação. Todos os protocolos apresentados foram aprovados 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais em Experimentação (CEUA), protocolo 

número 37/2016 e estão de acordo com os princípios éticos adotados pela 

Sociedade Brasileira de Ciência de Animais de Laboratório (SBCAL).  

 

 

4.2  Obtenção dos modelos experimentais 

 

Os animais foram randomicamente distribuídos em quatro grupos experimentais, 

com aproximadamente 10 animais por grupo. 

Grupos:  

 

- Controle - animais submetidos à cirurgia fictícia, mas sem implante das mini-

bombas (cirurgia fictícia); 

- Tratados com Ang II - animais com implantes de mini-bombas para infusão de 

Ang II, na dose de 200 ng/kg/min (Tocris Bioscience, Minneapolis, EUA), (65) por 42 

dias; 

- Tratados com losartan - assim como no controle, os animais foram submetidos a 

cirurgia fictícia e do 28º ao 42º dia, os animais foram tratados com losartan (DuPont - 

Dup 753) na dose de 10mg/kg/dia (36), por gavagem.  

- Tratados com Ang II e losartan - animais tratados com Ang II (via mini-bombas, 

por 42 dias) e com losartan a partir do 28o dia, por gavagem. 
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 Durante o tratamento os animais foram avaliados semanalmente para 

confirmar a progressão da hipertensão arterial. 

 

4.3 Delineamento experimental 

 

 

 

Figura 5: Delineamento experimental. 
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4.4 Procedimento cirúrgico 

 

       Para o implante das mini-bombas osmóticas, os animais foram anestesiados 

com Ketamina e Xilazina (Virbac, Carros, França) nas doses: 70 e 4 mg/kg de peso 

corporal, respectivamente, por via intraperitoneal. Após a perda completa dos 

reflexos de dor, uma pequena incisão subcutânea foi feita no dorso dos animais 

onde uma mini-bomba osmótica (Alzet, Cupertino, EUA) modelo 2006 foi inserida. 

No grupo controle ou tratado com losartan, foi feito apenas uma incisão dorsal sem 

implante da mini-bomba (cirurgia fictícia).  

 

 

4.5 Relação entre o estudo anterior e o atual 

 

        Em estudo anterior utilizando o mesmo modelo experimental (26), avaliamos os 

níveis de Ang II circulante, todos os parâmetros da hemodinâmica renal, morfologia 

renovascular e glomerular, a expressão dos componentes do SRA intrarrenal, 

parâmetros plasmáticos e urinários. Durante este estudo, armazenamos tecidos 

renais para análise posterior de outros parâmetros morfológicos, expressão gênica e 

expressão proteica.  No estudo atual estamos utilizando os tecidos renais obtidos no 

estudo anterior e ampliamos o tratamento para mais 20 animais (5 por grupo) para 

confirmar o rendimento adequado dos grupos tratados anteriormente.     

 

 

4.6 Perfusão renal e retirada de órgãos  

 

Ao final dos tratamentos os animais foram anestesiados com Ketamina e 

Xilazina (Virbac, Carros, França) nas doses: 70 e 4 mg/kg de peso corporal, 

respectivamente, por via intraperitoneal. A artéria e veia renais do rim direito foram 

amarradas com fio de algodão e, em seguida, o rim foi removido, fatiado e as 

amostras foram congeladas a -80 ºC para análises posteriores de RT-PCR e 

Western blotting. O rim esquerdo foi submetido à perfusão com solução de PBS 

(0.15 M NaCl, 0.01 M, pH 7.4), por 10 minutos (velocidade de perfusão: 10 mL/min) 

e em seguida, removido, seccionado transversalmente e transferido para uma 

solução de formalina tamponada a 4% e mantido por 24 horas. Após esse período, 
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foi incubado em álcool 70 e encaminhado para o Laboratório de Histologia da 

Faculdade de Medicina da USP para impregnação com parafina e preparação de 

cortes histológicos com espessura de 3-4 µm, por microtomia (19).  

 

 

4.7 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) 

 

 

 4.7.1 Extração do RNA total 

 

         As amostras de tecido renal foram homogeneizadas em nitrogênio líquido e 

então ressuspensas em 1 mL de TRIzol LS Reagent (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Em 

seguida, o homogenato foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente, para 

permitir a completa dissociação dos complexos nucleoproteicos. O RNA total foi 

extraído em mini-colunas Illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare Life 

Sciences), conforme instruções do fabricante. Neste processo, as amostras foram 

passadas também por uma coluna que retém DNA genômico, assegurando maior 

pureza do RNA extraído.  

 

 

4.7.2 Síntese do cDNA a partir do RNAm  

 

Para a síntese de cDNA à partir do RNAm (RT-PCR) extraído foi utilizado o kit 

High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e termociclador 

VeritiTM (Applied Biosystems), de acordo com o protocolo do produto, partindo-se de 

uma concentração inicial de 2000 ng de RNA.  

 

 

4.7.3 Expressão gênica pela reação em cadeia da polimerase em tempo real 

 

O cDNA (25 ng) obtido no RT-PCR foi utilizado na análise de expressão 

gênica através da reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real (qPCR). 

Foram utilizadas sondas marcadas com FAM adquiridas no formato TaqMan Gene 

Expression Assays (Applied Biosystems). Na obtenção das sondas, são 
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selecionadas aquelas que amplificam junções exônicas, a fim de reduzir ainda mais 

o impacto de contaminação por DNA genômico. Sendo assim, são sempre 

escolhidas as sondas "Best Coverage" (Tabela 2).  

As reações de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata no aparelho 

StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems) e os resultados foram 

analisados pelo software StepOne versão 2.3 (Applied Biosystems), seguidos pela 

análise estatística no software GraphPad Prism (San Diego, EUA). 

A semelhança da eficiência de amplificação das sondas (próximo a 100%) 

permite a utilização do modelo matemático 2-ΔΔCT para o cálculo das diferenças de 

expressão entre os genes alvo e endógeno. Assim, os resultados são apresentados 

na forma de fold change, ou seja, aumento ou diminuição da expressão em relação 

ao grupo Controle (CTL).  

 

Tabela 2: Detalhes das sondas utilizadas em RT-PCR.   

 Sonda 

 

Código 

  Nox2 Rn00576710m1 

  Nox4 Rn00585380_m1 

  p22phox Rn00577357_m1 

  p47phox Rn00586945_m1 

  eIF2α Rn01494813_ml 

  Atf4 Rn00824644_g1 

 Chop Rn00492098_g1 

 Nrf2 Rn00582415_m1 

 Keap1 Rn01448220_m1 

  NFB Rn01399572_m1 

  αSMA Rn01759928_g1 

  Bax Rn02532082_g1 

  Bcl-2 Rn99999125_g1 

  IL1β Rn00580432_m1 

 GAPDH - gene endógeno Rn01775763_g1 
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4.8 Análise da expressão proteica por Western Blotting  

 

 

4.8.1 Preparo das amostras e membranas 

 

 Após o tratamento, os tecidos renais foram homogeneizados com tampão de 

lise e centrifugados por 20 minutos, a 12.000 rpm, a 4 ºC. O “pellet” de cada amostra 

de tecido renal foi ressuspendido em 100 μl de [solução Fosfato de Sódio (5 mM, pH 

8.0) mais cocktail de inibidores de proteases (Sigma Aldrich) e 100 μl de tampão de 

amostra para eletroforese (Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8, SDS 2%, glicerol 20%, β-

mercaptoetanol 1.96% e azul de bromofenol 0.05%)] e incubado a 95 °C por 15 

minutos. Em seguida, as amostras foram aplicadas, juntamente com um padrão de 

massa molecular específico (Cell Signaling), no gel de poliacrilamida-SDS (9% a 

12%, com espessura de 1.5 mm), sendo 50 ug de proteínas totais por lane, 

submerso em tampão de eletroforese (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM e pH 7.3). A 

corrida das amostras no gel foi efetuada a 75 V e 500 mA e interrompida quando a 

linha do corante de azul de bromofenol atingiu a extremidade inferior do gel. 

 

 

4.8.2 Transferência de proteínas do gel para a membrana de PVDF  

 

Após a eletroforese os polipeptídeos contidos no gel foram transferidos para 

uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (GE Healthcare Amersham 

Hybond-P). A membrana foi previamente tratada com tampão de transferência (Tris 

base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%), por cerca de 20 minutos. Para a 

transferência, foi utilizado um sistema tipo sanduíche, submerso em tampão de 

transferência, sobre o qual foi aplicada uma voltagem de 100 mV, durante 90 

minutos. Após esse período, a membrana foi transferida para uma solução de 

bloqueio [NaCl (136 mM), Tris HCl (15,3 mM), pH 7,6, leite em pó desnatado ou 

albumina (5%), Tween 20 (0,1%) Sigma], durante uma hora, para bloquear possíveis 

ligações inespecíficas. Em seguida, a membrana permaneceu incubada com 

anticorpo primário específico, previamente diluído em solução de bloqueio, por 12 

horas a 4 °C, com leve agitação. Para remover o excesso do anticorpo foram 

realizadas 3 lavagens com solução específica (cada uma por 10 minutos). Em 
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seguida, a membrana foi incubada por mais 1 hora com anticorpo secundário 

conjugado, em solução de bloqueio e novamente lavada como acima descrito. Após 

essas etapas, a membrana foi exposta ao reagente para imunodetecção através de 

luminescência ECLTM (Amersham), por 2 minutos. Subsequentemente, foi exposta 

em filme HyperfilmTM MP (Amersham), por 30 segundos ou mais, à temperatura 

ambiente. Os anticorpos utilizados estão descritos na Tabela 3. A intensidade dos 

“blots” foi avaliada por densitometria óptica, utilizando-se o programa IMAGE J.  

 

 

4.9 Imunohistoquímica  

 

Cortes renais longitudinais de 3-4 µm embebidos em parafina foram 

desparafinizados em xilol, reidratados em álcool (100%, 90% e 75%) e então 

submetidos à marcação por imuno-histoquímica. A recuperação antigênica foi 

realizada pelo aquecimento a 100 oC, por 20 minutos, em tampão Tris-EDTA+Tween 

(pH 9,0), seguido pelo resfriamento em água destilada, por 20 minutos. Em seguida, 

o bloqueio da peroxidase endógena foi realizado em solução de peróxido de 

hidrogênio a 3%. Na etapas seguintes, os cortes sobre as lâminas foram incubados 

com 50 µl de solução contendo soro de cabra 10% diluído em albumina 1%, por 1 

hora em câmara úmida e escura. Em seguida, os cortes foram incubados overnight a 

4 ºC com anticorpo primário. Os anticorpos utilizados estão descritos na Tabela 3. 

No dia seguinte, os cortes foram lavados 2 vezes de 5 minutos em TBS-T (tampão 

Tris-Base contento 0,025% Triton X-100) e então incubados com o anticorpo 

secundário específico. Após a lavagem, conforme descrito acima, o produto da 

reação foi detectado com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector 

Laboratories, Burlingame, EUA). A reação de coloração foi monitorada pelo 3.3-

diaminobenzidine (DAB - Sigma Aldrich) e peróxido de hidrogênio 0,3% (Merck, 

Whitehouse Statio, EUA). Os cortes foram contra-corados com o Methylgreen 

(Amresco, Ohio, EUA) e desidratado em álcool (75%, 90% e 100%) e imersos em 

xilol. As lâminas foram montadas com Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, EUA) 

e os cortes renais foram analisados pelo uso de um microscópio de luz em campo 

claro, acoplado a uma câmera de vídeo e a um analisador de imagens (Eclipse 80i, 

Nikon). Para cada reação foram analisados 20 campos por lâmina e foram contadas 

áreas ou células marcadas, de acordo com cada protocolo.  
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Tabela 3: Detalhes dos Anticorpos utilizados  

Anticorpo 

 

Código e 
fornecedor do 

Ac.primário 

Hospedeiro Diluição  Técnica utilizada 

Estresse Oxidativo 

    

NOX2 Ab129068 Rabbit 1:7000 WB 

NOX4 Ab133303 Rabbit 1:7000 IF 

p22phox Ab75941 Rabbit 1:2000 WB, IF 

p47phox Sc14015 Rabbit 1:2000 WB, IF 

Estresse de RE 

    

PERK total #3192 Rabbit 1:3000 WB 

PERKp G.305.4 Rabbit 1:5000 WB 

eIF2α total 5324 S Rabbit 1:1000 WB 

eIF2αp 3597 S Rabbit 1:1000 WB 

 

Fibrose 

    

αSMA                                      Ab5694 Rabbit 1:1000 WB, IF  

 

Na+ Transporters  

    

NHE1 Ab67313 Mouse 1:2000         WB, IHQ 

NHE3 SPC 400D Rabbit 1:1000 WB 

NHE3p Ab72729 Mouse 1:3000 WB 

NCC GTX 41969 Rabbit 1:5000 WB, IF 

NKCC2 #38436 Rabbit 1:1000 WB, IF 

ENaCα SPC 403D Rabbit 1:1000 WB 

ENaCβ SPC 404D Rabbit 1:1000 WB 

Actina          Ab141128 Mouse 1:5000 WB 

WB = Western blotting; IF = Imunofluorescência; IHQ = Imunohistoquímica. 
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4.10 Imunofluorescência  

 

Cortes renais longitudinais de 3-4 µm embebidos em parafina foram 

desparafinizados em xilol, re-hidratados em álcool, água destilada e PBS-T. A 

recuperação antigênica foi realizada pelo aquecimento em solução (Na3C6H5O7 1M, 

C6H8O7 1M e NaOH 10M, pH 6.2 – 6.5) por 10 minutos, seguida pelo resfriamento 

na mesma solução por 1 hora. Após a lavagem, foi realizado o bloqueio da 

peroxidase endógena em solução Dako protein block (Code No: X0909 – Dako 

Corporation, Carpinteria, CA – USA) por 1 hora. Após a retirada da solução de 

bloqueio, foi adicionado o anticorpo primário e as lâminas foram incubadas overnight 

a 4°C. No dia seguinte, as lâminas foram expostas em temperatura ambiente por 1 

hora. Em seguida, as lâminas foram incubadas com o anticorpo secundário por 1 

hora. Após lavagem, foi adicionado DAPI (#4083 - Cell Signaling Technology) por 5 

minutos em temperatura ambiente e, após mais uma lavagem, foi adicionado sulfato 

de cobre (10mM CuSO4 em acetato de amônio 50mM, pH 5,0) por 10 minutos. 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas, montadas com Fluoromount (F4680-

25ML, Sigma-Aldrich) e mantidas em incubadora sem água overnight. O sinal de 

fluorescência foi analisado através do Sistema de Microscópio Confocal Zeiss 

Axiovert 100M (MA, Estados Unidos), objetiva 40x, usando laser de excitação 488 

ou 543. Os anticorpos utilizados estão descritos na tabela 3. 

 

 

4.11 Análise estatística 

 

A análise estatística dos dados foi realizada por análise de variância (ANOVA) 

de uma via, completamente randomizada, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni, 

realizados a partir do programa GraphPad Prism Software. Valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. Os resultados são apresentados como 

um valor médio ± erro padrão. 
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5 RESULTADOS  

 

 

5.1 Efeito da Ang II e/ou losartan no estresse oxidativo, estresse de retículo 

endoplasmático, processos inflamatórios, fibróticos e apoptóticos no 

tecido renal. 

 

 

 Expressão de RNAm e proteica dos componentes de estresse oxidativo.  

 

Conforme apresentado na figura 6 e tabela 4, o tratamento com Ang II por 42 

dias resultou em aumento da expressão de RNAm para as isoformas Nox2 (A) e 

Nox4 (B) da NADPH oxidase e das enzimas regulatórias p22phox (C) e p47phox (D) em 

relação ao grupo controle. O co-tratamento com losartan aboliu o efeito da Ang II 

sobre esses parâmetros. 
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Figura 6: Efeito da Ang II (200 ng/kg/min) e/ou losartan (10 mg/kg/dia) na expressão de 
RNAm para Nox2 (A), Nox4 (B), p22phox (C) e p47phox (D) em tecido renal total de 
ratos. Os valores são média ± EPM, n = 5 – 9. Para controle interno foi utilizado 
GAPDH. 
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Em relação à expressão proteica (figura 7 e tabela 4), o tratamento com Ang 

II por 42 dias resultou em aumento da expressão da proteína NOX2 em comparação 

ao grupo controle e o losartan reverteu este estímulo (A). No entanto, a expressão 

de p22phox (B) e p47phox (C) não foi alterada entre os grupos.  

 
 

 
 
 
Figura 7: Efeito da Ang II (200 ng/kg/min) e/ou losartan (10 mg/kg/dia) na expressão 

proteica de Nox2 (B), p22phox (C) e p47phox (D) em córtex renal. Os valores são 
média ± EPM, n = 4 – 6. Actina, controle interno. 

 
 
 

Não foi possível avaliar a expressão proteica de NOX4 por Western blotting 

devido à baixa especificidade do anticorpo. Por isso, optamos por avaliar a 

expressão/distribuição dessa proteína por imunofluorescência. Conforme 

apresentado na figura 8 A-C/tabela 4, o tratamento com Ang II induziu aumento da 

intensidade de fluorescência para NOX4, p22phox e p47phox em túbulos, em 

comparação ao grupo controle. O losartan foi capaz de reverter este efeito.  
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Figura 8: Efeito da Ang II (200 ng/kg/min) e/ou losartan (10 mg/kg/dia) na intensidade de 
fluorescência para as proteínas NOX4 (A), p22phox (B), p47phox (C). As imagens 
foram capturadas com objetiva de 40x. Os valores são média ± EPM. N = 4 – 5. 
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Tabela 4: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal total (RNAm) ou 
córtex (expressão proteica) de ratos controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

 

 

**p <0,01 versus CTL (controle); ***p < 0,001 versus CTL;  
#p < 0,05 versus AII (Angiotensina II); ##p < 0,01 versus AII; ###p < 0,001 versus AII. 

 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

RNAm Nox2/GAPDH 
(Fold change) 

1,05+0,12 

n= 7 

1,98+0,24** 

n= 9 

1,21+0,09 

n= 9 

1,10+0,17## 

n= 7 

RNAm Nox4/GAPDH 
(Fold change) 

1,04+0,14 

n= 6 

2,90+0,51** 

n= 6 

1,67+0,30 

n= 5 

1,16+0,21## 

n= 7 

RNAm p22 phox /GAPDH 
(Fold change) 

1,01+0,06 

n= 6 

2,94+0,46** 

n= 8 

0,83+0,19 

n= 6 

0,81+0,09### 

n= 5 

RNAm p47 phox /GAPDH 
(Fold change) 

1,03+0,09 

n= 7 

2,12+0,22*** 

n= 8 

1,55+0,07 

n= 7 

1,14+0,16## 

n= 6 

Proteína NOX2/Actina 

(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,11 

n=6 

1,66+0,12** 

n=6 

1,15+0,15  

n=5 

1,08+0,13# 

n=4 

Proteína p22phox/Actina 

(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,00 

n=5 

1,09+0,09 

n=5 

1,05+0,21 

n=5 

1,07+0,15 

n=4 

Proteína p47phox/Actina 

(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,07 

n=6 

1,15+0,06 

n=6 

0,98+0,07 

n=5 

1,13+0,14 

n=6 

Túbulos marcados com 

p22 phox  

(Unidades Arbitrárias) 

3,15+0,20 

n=4 

5,25+0,24*** 

n=5 

2,59+0,07 

n=4 

2,94+0,07### 

n=4 

Túbulos marcados com 

p47phox 

(Unidades Arbitrárias) 

2,83+0,08 

n=4 

3,96+0,12*** 

n=5 

2,54+0,17 

n=4 

2,75+0,08### 

n=5 

Túbulos marcados com  

NOX4 

(Unidades Arbitrárias) 

6,94+0,94 

n=4 

12,45+0,55*** 

n=5 

5,53+0,33 

n=4 

5,37+0,36### 

n=5 

 

 

 Expressão de RNAm e proteica dos componentes de estresse de retículo 

endoplasmático. 

 

O aumento das EROs pode dificultar o enovelamento proteico no retículo 

endoplasmático (32) e nessa condição, o acúmulo de proteínas mal enoveladas 

interferem na homeostase da organela, o que caracteriza o estresse de retículo 

endoplasmático (85). No estudo atual, o tratamento com Ang II não alterou a 

expressão da PERK total quando comparado ao grupo controle. Porém, induziu 

aumento significativo na expressão da PERK fosforilada (pPERK), o que resultou em 
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aumento da razão PERK / pPERK. O co-tratamento com losartan reduziu o efeito da 

Ang II apenas sobre a expressão da pPERK fosforilada (figura 9 A-D / tabela 5).  

 

 

 

 

Figura 9: Imagem representativa da expressão da proteína PERK total e fosforilada (A). 
Expressão da proteína PERK total (B), fosforilada (C) e razão fosforilada/total no 
córtex de ratos controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. Actina, controle 
interno. Os valores são média ± EPM, n = 3 – 4. 

 

 

Em seguida, foi avaliada a expressão de eIF2α. O tratamento com Ang II 

induziu aumento da expressão de RNAm e da proteína eIF2α (total e fosforilada) 

quando comparado aos respectivos controles. O co-tratamento com losartan aboliu o 

efeito da Ang II sobre esses parâmetros (figura 10 A-C e tabela 5).  
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Figura 10: Expressão de RNAm (A) e proteica de eIF2α total (B) e fosforilada (C) no córtex 
de ratos controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. Os valores são média ± 
EPM, n = 4 – 8. GAPDH, controle interno para o RNAm. Actina, controle interno 
para Western blotting. 

 

 

 

Considerando a baixa especificidade do anticorpo para a proteína ATF4, no 

estudo atual foi avaliada apenas a expressão de RNAm. O tratamento com Ang II 

induziu aumento significativo na expressão de RNAm para ATF4 quando comparado 

ao grupo controle e o losartan reverteu o efeito da Ang II sobre este parâmetro 

(figura 11 / tabela 5).   
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Figura 11: Expressão de RNAm para ATF4 no tecido renal total de ratos controles ou 
tratados com Ang II e/ou losartan. Os valores são média ± EPM, n = 7 – 8.  

 

 

Tabela 5: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal (RNAm) ou 
córtex (proteína) de ratos controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

 

*p < 0,05 versus CTL (controle); **p < 0,01 versus CTL; ***p < 0,001 versus CTL;  
#p < 0,05 versus Ang II (Angiotensina II); ##p < 0,01 versus Ang II. 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

Proteína PERK/Actina 
(Unidades Arbitrárias) 

1,07+0,05 

n= 4 

1,07+0,16 

n= 5 

1,09+0,21 

n= 4 

0,95+0,02 

n=4 

Proteína  pPERK/Actina 
(Unidades Arbitrárias) 

0,79+0,02 

n= 4 

1,43+0,09*** 

n= 4 

0,78+0,06 

n= 4 

1,08+0,09# 

n= 4 

Razão pPERK/Total 
(Unidades Arbitrárias) 

0,87+0,08 

n= 4 

1,56+0,18** 

n= 4 

0,87+0,06 

n= 4 

1,14+0,11 

n=4 

RNAm eIF2α/GAPDH 
(Fold change) 

1,08+0,15 

n= 8 

1,84+0,18* 

n= 5 

0,98+0,19 

n= 7 

0,98+0,18# 

n= 6 

Proteína  eIF2α/Actina 
(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,03 

n= 6 

1,28+0,02*** 

n= 5 

1,09+0,04 

n= 5 

1,09+0,02## 

n= 4 

Proteína  peIF2α/Actina 
(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,15 

n= 5 

1,44+0,03* 

n= 6 

1,12+0,14 

n= 4 

1,07+0,04 

n= 4 

RNAm ATF4/GAPDH 
(Fold change) 

1,02+0,07 

n= 7 

1,39+0,12* 

n= 7 

0,88+0,04 

n= 7 

0,84+0,07 

n= 8## 
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 Expressão de RNAm para fatores reguladores de respostas adaptativas 

 

Em condição fisiológica, a proteína Nrf2 interage com a keap1 formando o 

complexo Nrf2/Keap1. No entanto, frente a uma condição de estresse oxidativo e/ou 

estresse de retículo endoplasmático, o complexo proteico se dissocia e a Nrf2 se 

desloca para o núcleo para atuar como regulador das respostas adaptativas. O 

tratamento com Ang II resultou em redução da expressão de RNAm para Nrf2 e 

aumento deste parâmetro para Keap1 em comparação aos respectivos controles. No 

co-tratamento com losartan, esses parâmetros foram revertidos para valores 

próximos aos controles (figura 12 e tabela 6).  
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Figura 12: Expressão de RNAm para Nrf2 (A) e Keap1 (B) no tecido renal de ratos controles 
ou tratados com Ang II e/ou losartan. Os valores são média ± EPM, n = 5 – 8. 

 

 

Tabela 6: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal de 
ratos controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

 
 

*p < 0,05 versus CTL (controle);  
#p < 0,05 versus Ang II (Angiotensina II); ##p < 0,01 versus Ang II. 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

RNAm Nrf2/GAPDH 
(Fold change) 

0,96+0,07 

n= 6 

0,62+0,04* 

n= 7 

0,86+0,10 

n= 5 

0,95+0,12# 

n= 6 

RNAm Keap1/GAPDH 
(Fold change) 

1,02+0,09 

n= 8 

1,90+0,26* 

n= 7 

1,05+0,17 

n= 8 

0,92+0,18## 

n= 6 
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 Expressão de RNAm intrarrenal para os fatores apoptóticos 

 

O ATF4 que está associado às respostas de estresse de retículo 

endoplasmático, pode induzir transcrição da CHOP e consequentemente, apoptose. 

No estudo atual não se observou diferença na expressão de CHOP ou Bax entre os 

grupos estudados (figura 13 A e B / tabela 7). O tratamento com Ang II induziu 

aumento na expressão de RNAm para Bcl-2, indicando sobrevivência. No entanto, a 

razão Bax/Bcl2 não foi diferente entre os grupos. O co-tratamento com losartan não 

alterou qualquer parâmetro associado a apoptose ou sobrevivência.     
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Figura 13: Expressão de RNAm para CHOP (A), Bax (B) e Bcl2 (C) no tecido renal total de 
ratos controles ou   tratados com Ang II e/ou losartan. Os valores são média ± 
EPM, n = 4 – 8. Razão Bax/Bcl2 (D). 
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Tabela 7: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal de ratos 
controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

 

**p < 0,01 versus CTL (controle). 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

RNAm CHOP/GAPDH 
(Fold change) 

1,08+0,16 

n= 6 

1,35+0,07 

n= 4 

0,83+0,00 

n= 4 

0,63+0,28 

n= 6 

RNAm Bcl-2/GAPDH 
(Fold change) 

1,01+0,05 

n= 7 

1,39+0,10** 

n= 8 

1,24+0,06 

n= 7 

1,36+0,06 

n= 5 

RNAm Bax/GAPDH 
(Fold change) 

1,00+0,05 

n= 5 

1,31+0,14 

n= 7 

1,14+0,08 

n= 6 

1,23+0,13 

n= 6 

Razão Bax/Bcl-2  
(Fold change) 

1,04+0,02 

n= 5 

0,99+0,15 

n= 7 

0,92+0,06 

n= 6 

0,98+0,10 

n= 5 

 

 

 Expressão de RNAm intrarrenal e/ou proteica para os fatores inflamatórios e 

fibróticos 

 

Durante o estresse de retículo endoplasmático a fosforilação de IRE1 e eIF2α 

resulta em aumento de NFκB e consequentemente, inflamação e fibrose. O 

tratamento com Ang II resultou em aumento da expressão de RNAm para NFκB e 

Interleucina 1β (IL1) em comparação ao grupo controle. No co-tratamento, o losartan 

aboliu o efeito da Ang II sobre estes parâmetros (figura 14 / tabela 8). 
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Figura 14: Expressão de RNAm para NFκB (A) e IL1β (B) no tecido renal total de ratos 

controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. Os valores são média ± EPM, n = 
5 – 8.  
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O tratamento com Ang II também induziu aumento na expressão de RNAm e 

da proteína αSMA em comparação ao grupo controle. A análise por 

imunofluorescência indica uma maior distribuição de αSMA no espaço intersticial.  

No co-tratamento, o losartan aboliu o efeito da Ang II sobre este parâmetro (figura 

15 / tabela 8). 

 

 

 
Figura 15: Expressão de RNAm (A) e da proteína αSMA (B -C) no tecido renal total e córtex 

renal, respectivamente, de ratos controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. 
As imagens de imunofluorescência (C) foram capturadas com objetiva de 40X. 
Os valores são média ± EPM, n = 4 – 7.  
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Tabela 8: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em tecido renal de ratos controles 
ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

*p < 0,05 versus CTL (controle) e **p < 0,01 versus CTL; 
#p < 0,05 versus AII (Angiotensina II) e ##p < 0,01 versus AII. 

 

 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

RNAm NFκB/GAPDH 
(Fold change) 

1,03+0,10 

n= 6 

1,56+0,10** 

n= 7 

1,09+0,09 

n= 8 

1,15+0,05# 

n= 8 

RNAm IL1β/GAPDH 
(Fold change) 

1,04+0,09 

n= 6 

1,60+0,20* 

n=5 

0,90+0,02 

n= 4 

1,08+0,07# 

n= 5 

RNAm αSMA/GAPDH 
(Fold change) 

1,06+0,15 

n= 7 

3,03+0,69** 

n= 5 

0,89+0,11 

n= 6 

0,96+0,11## 

n= 6 

Proteína αSMA /Actina 

(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,06 

n= 6 

1,48+0,15** 

n= 5 

1,02+0,04 

n= 5 

0,99+0,09## 

n= 4 

Túbulos marcados com 

αSMA 

(Unidades Arbitrárias) 

4,79+0,14 

n= 3 

10,0+0,80** 

n= 3 

4,86+1,13 

n= 3 

5,09+0,44## 

n= 4 

 

 

5.2 Efeito da Ang II e/ou losartan na expressão dos transportadores de sódio.  

 

 

 Trocador Na+/H+ isoforma 1 (NHE1). 

 

Conforme apresentado na figura 16 A–B e tabela 9 o tratamento com Ang II 

induziu aumento significativo na expressão proteica de NHE1 em comparação ao 

grupo controle. Esse resultado foi confirmado por análise de imunohistoquímica 

(figura 16 C–D e tabela 9), onde se verificou que as marcações tubulares corticais 

de NHE1 são predominantes na membrana basolateral (indicados por setas). No co-

tratamento, o losartan reverteu o efeito da Ang II sobre este parâmetro.  
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Figura 16: Efeito da Ang II e/ou losartan na expressão proteica de NHE1 no córtex renal de 
ratos. Western blotting: (A) experimento representativo; (B) valores médios 
obtidos por análise densitométrica. Imuno-histoquímica: (C) foram utilizados 3 
animais/grupo. As imagens foram capturadas com objetiva de 20 x e aumento de 
200x e as imagens em destaque foram capturadas com aumento de 400x. As 
setas indicam túbulos marcados com NHE-1; (D) representação das médias dos 
grupos. Os valores são média ± EPM. N = 3 – 8. 

 

 



60 

 

Tabela 9: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal de ratos controles 
ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

 

**p < 0,01 versus CTL (controle); #p < 0,05 versus AII (Angiotensina II). 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

Proteína NHE1/Actina 
(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,06 

n= 8 

2,15+0,30** 

n= 8 

1,02+0,07 

n= 6 

1,23+0,20# 

n= 5 

Túbulos marcados com 
NHE1 

7,8+0,60 

n= 3 

14,3+1,67** 

n= 3 

9,05+0,51 

n= 4 

9,2+0,69# 

n= 3 

 

 

 

 Trocador Na+/H+ isoforma 3 (NHE3). 

 

O tratamento com Ang II induziu aumento significativo na expressão proteica 

total e fosforilada de NHE3 em relação ao grupo controle (figura 17 A e B/ tabela 

10). No co-tratamento, o losartan reduziu significativamente o efeito da Ang II sobre 

a expressão de NHE3 total (B), mas não alterou o efeito da Ang II sobre o NHE3 

fosforilado. Apesar dos efeitos da Ang II, não se observou alterações na razão de 

NHE3 fosforilado/NHE3 total (D).    
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Figura 17: Efeito da Ang II e/ou losartan na expressão proteica de NHE3 no córtex renal de 
ratos. Experimentos representativos (A); Valores médios obtidos por análise 
densitométrica de NHE3 total (B), pNHE3 (C), e razão total/fosforilado (D). Os 
valores são média ± EPM, n = 5 – 7. 

 

 

Tabela 10: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal de ratos 
controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

 

 

*p < 0,05 e ***p < 0,001 versus CTL (controle); #p < 0,05 versus AII (Angiotensina II). 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

Proteína NHE3/Actina 
(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,08 

n= 7 

1,78+0,14*** 

n= 6 

1,03+0,07 

n= 7 

1,26+0,13# 

n= 5 

Proteína pNHE3/Actina 
(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,11 

n= 6 

1,47+0,10* 

n= 5 

0,79+0,10 

n= 5 

1,33+0,06 

n= 5 

Razão pNHE3/NHE3 
(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,07 

n=6 

0,94+0,11 

n= 4 

0,82+0,09 

n= 6 

0,86+0,10 

n= 4 
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 Co-transportador Na+/K+/2Cl- (NKCC2) 

 

O tratamento com Ang II induziu aumento significativo na expressão proteica 

do co-transportador NKCC2 em relação ao grupo controle (figura 18 A – B / tabela 

11). No co-tratamento, o losartan reverteu o efeito da Ang II sobre este parâmetro.  

 

 

 

Figura 18: Efeito da Ang II e/ou losartan na expressão proteica de NKCC2 no córtex renal 
de ratos. (A) experimento representativo; (B) valores médios obtidos por análise 
densitométrica. Os valores são média ± EPM. N = 4 – 6.  

 

 

Conforme apresentado na figura 19 A – B / tabela 11, a análise por 

imunofluorescência resultou em marcações de NKCC2 na membrana luminal de 

alças de Henle (segmento espesso) e marcações da Na+/K+-ATPase na membrana 

basolateral (controle interno). O tratamento com Ang II induziu aumento da 

intensidade fluorescente de NKCC2 na membrana luminal em comparação ao grupo 

controle. No entanto, o co-tratamento com losartan reduziu o efeito da Ang II sobre 

este parâmetro.  
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Figura 19: Efeito da Ang II e/ou losartan na distribuição de NKCC2 no córtex renal de ratos. 
(A) experimento representativo; (B) valores médios obtidos por análise 
densitométrica. Foram utilizados 5 animais/grupo. As imagens foram capturadas 
com objetiva 40x. Os valores são média ± EPM. N = 4 – 6. AE, alça espessa; 
seta, NKCC2 na membrana luminal; * Na+/K+ATAPase na membrana basolateral.  
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Tabela 11: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal de ratos 
controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

 

***p < 0,001 versus CTL (controle); ###p < 0,001 versus AII (Angiotensina II). 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

Proteína NKCC2/Actina 
(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,04 

n= 6 

1,73+0,14*** 

n= 5 

0,70+0,21 

n= 4 

0,83+0,01### 

n= 4 

Túbulos marcados com 
NKCC2 

(Unidades Arbitrárias) 

2,19+0,13 

n= 5 

3,98+0,40*** 

n= 6 

1,42+0,10 

n= 4 

1,77+0,14### 

n= 6 

 

 

 

 Co-transportador Na+/Cl- (NCC) 

 

O NCC é expresso no túbulo convoluto distal (102) e o tratamento com Ang II 

induziu aumento significativo na expressão proteica de NCC (figura 20 A e B / 

tabela 12) em comparação ao grupo controle. No co-tratamento, o losartan reverteu 

o efeito da Ang II sobre este parâmetro.  

 

 

 
Figura 20: Efeito da Ang II e/ou losartan na expressão proteica por Western blotting de NCC 

no córtex renal de ratos. (A) experimento representativo; (B) valores médios 
obtidos por análise densitométrica. Os valores são média ± EPM. N = 4 – 6.  

 

 

Conforme apresentado na figura 21 / tabela 12, a análise por 

imunofluorescência resultou em marcações de NCC na membrana luminal de 

túbulos distais e marcações da Na+/K+-ATPase na membrana basolateral (controle 



65 

 

interno). O tratamento com Ang II induziu aumento da intensidade fluorescente de 

NCC na membrana luminal e o co-tratamento com losartan reduziu este efeito da 

Ang II. 

 

 

Tabela 12: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal de 
ratos controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

 

*p < 0,05 versus CTL (controle); ***p < 0,001 versus CTL; ###p < 0,001 versus AII 
(Angiotensina II). 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

Proteína NCC/Actina 
(Unidades Arbitrárias) 

0,85+0,08 

n= 4 

1,34+0,09*** 

n= 4 

0,87+0,10 

n= 4 

0,88+0,08### 

n= 4 

Túbulos marcados 
com NCC 

(Unidades Arbitrárias) 

2,95+0,38 

n= 5 

3,87+0,35* 

n= 6 

1,85+0,18 

n= 4 

2,13+0,10### 

n= 6 
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Figura 21: Efeito da Ang II e/ou losartan na distribuição de NCC no córtex renal de ratos. (A) 
experimento representativo; (B) valores médios obtidos por análise 
densitométrica. As imagens foram capturadas com objetiva de 40x. (D) 
representação das médias dos grupos. Os valores são média ± EPM. N = 4 – 6.  
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 Canal de Na+ epitelial sensível à amiloride (ENaC) 

 

 Conforme apresentado na figura 22 / tabela 13, o tratamento com Ang II não 

alterou a expressão proteica de ENaC – subunidade alfa (α) no córtex (A – B), 

porém aumentou a expressão de ENaC – subunidade beta (β) em relação ao grupo 

controle, mas o losartan aboliu este efeito. 

 

 

Figura 22: Efeito da Ang II e/ou losartan na expressão proteica de ENaC α (B) e β (C) no 
córtex renal de ratos. Imagens representativas (A). Os valores médios foram 
obtidos por análise densitométrica. Os valores são média ± EPM. N = 3 – 6. 

 

 

Tabela 13: Média ± EPM dos parâmetros avaliados em córtex renal de 
ratos controles ou tratados com Ang II e/ou losartan. 

 

 

**p < 0,01 versus CTL; #p < 0,05 versus AII (Angiotensina II). 
 

Parâmetros CTL AII Los AII/Los 

Proteína ENaC α 
/Actina 

(Unidades Arbitrárias) 

1,02+0,03 

n= 6 

1,00+0,08 

n= 6 

0,83+0,15 

n= 6 

0,73+0,13 

n= 6 

Proteína ENaC β  
/Actina 

(Unidades Arbitrárias) 

1,00+0,04 

n= 7 

1,62+0,15** 

n= 6 

0,93+0,12 

n= 6 

1,02+0,16# 

n= 6 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

6.1 Efeito da Ang II e/ou losartan no estresse oxidativo, estresse de RE, 

processos inflamatórios, fibróticos e apoptóticos. 

 

 

A Ang II é um dos principais estímulos para ativação da NADPH oxidase –

complexo enzimático constituído pelas famílias NOX (121) e PHOX (42, 121). Uma 

vez ativada, a NADPH oxidase passa a gerar espécies reativas de oxigênio (EROs), 

moléculas importantes para o desenvolvimento de  várias patogenias, incluindo 

doenças cardiovasculares associadas à hipertensão arterial (22) e doenças renais 

(106). Os rins expressam NOX1, NOX2 e principalmente NOX4 (121). Embora a 

função da NOX1 e da NOX2 não seja bem definida nesses órgãos, sabe-se que a 

NOX2 é regulada pelas enzimas p22phox e p47phox (42, 121). A NOX4, que também é 

regulada pela p22phox, é a mais importante fonte de EROs intrarrenal (121) e está 

associada aos eventos patológicos que culminam na injúria de mesângio, podócitos 

e células tubulares renais (42). 

 Estudos de função vascular demonstram que animais hipertensos por infusão 

de Ang II apresentam aumento da produção de ânion superóxido e da atividade da 

NADPH oxidase nas células vasculares (90, 141). Nesse modelo, além de ativar a 

NADPH oxidase, a Ang II também aumenta a expressão de p22phox, NOX1 e NOX4 

em aorta. Em estudos com cultura de células isoladas de músculo liso de artérias, se 

observou que a Ang II estimula a expressão de p22phox e p47phox (22). Nossos 

resultados vão de encontro com esses achados, visto que o tratamento crônico com 

Ang II induziu, via receptor AT1, significativo aumento na expressão de NOX2, 

NOX4, p22phox e p47phox, sugerindo uma relevante participação da NADPH oxidase 

na lesão renal crônica induzida por Ang II.    

O acúmulo de EROs intracelular pode contribuir para alterações funcionais no 

retículo endoplasmático e potencializar o estresse de RE (30). Nessa condição, o RE 

deixa de realizar uma das funções mais importantes que é o enovelamento de 

proteínas. O enovelamento de proteínas nas conformações corretas é um processo 

que consome energia, e condições oxidantes são necessárias para a formação de 

ligações dissulfeto intramoleculares e intermoleculares. Quando o estresse de RE 
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persiste a via PERK/eIF2α/ATF4 é potencializada e nessa condição, o ATF4 induz a 

transcrição de CHOP, o qual induz aumento da produção de EROs no RE e ativa 

proteínas apoptóticas em resposta ao estresse de RE (95). A via PERK da UPR 

pode ativar respostas antioxidantes traduzindo preferencialmente RNAm que 

codifica o fator de transcrição ATF4, que induz a transcrição de genes cujos 

produtos mantêm o nível de glutationa, o principal tampão redox na célula (39, 54).  

Em nosso estudo, observamos que a Ang II via AT1, induziu aumento da fosforilação 

de PERK e do eIF2α, além de aumentar a expressão de RNAm para ATF4, 

sugerindo contribuição do estresse de retículo endoplasmático no processo de lesão 

renal crônica induzida por Ang II.    

O ATF4, produto do estresse de retículo endoplasmático fosforila o fator Nrf2 

que transloca-se para o núcleo e ativa a transcrição de um conjunto de enzimas 

antioxidantes e desintoxicantes, incluindo heme oxigenase -1 (HO-1), superóxido 

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). Essa função mediada por Nrf2 desempenha papel 

crítico na defesa contra citotoxicidade induzida por estresse oxidativo e lesão 

tecidual (79). Consequentemente, a atividade do Nrf2 é fundamental para manter o 

balanço redox em condições normais, e sua indução em resposta ao estresse 

oxidativo é essencial para a proteção contra lesão tecidual. A incapacidade de ação 

de Nrf2 pode resultar em inflamação e progressão de doenças renais crônicas em 

modelos de nefrectomia 5/6 (67), nefropatia tubulointersticial (5), nefropatia diabética 

(145) e em modelo de glomerulosesclerose focal espontânea (6, 66). Portanto, 

nossos dados vão de encontro com esses achados, uma vez que observamos uma 

diminuição da expressão gênica de Nrf2 no grupo tratado com Ang II. A inativação 

de Nrf2 depende da ação de Keap1, cuja expressão está aumentada no grupo 

tratado cronicamente com Ang II. Em conjunto, esses resultados apontam que a Ang 

II/AT1 induz um desbalanço no estado redox.  

Em outros tecidos, as EROs induzem ativação de genes responsáveis pelos 

processos inflamatórios e no rim as EROs, incluindo o peróxido de hidrogênio, 

regula a transcrição do NFB (91), fator que estimula a expressão de vários genes 

incluindo os das citocinas como IL1 e IL6 e o TNFα (16). Além disso, foi 

demonstrado que a ativação de NFB pode estar também associada ao estresse de 
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retículo endoplasmático decorrente do estresse oxidativo (45). Assim, em resposta 

ao estresse de retículo, o eIF2α pode estimular a via de ativação do NFB (44).  

Nossos resultados indicam que no tratamento crônico, a Ang II via receptor AT1 

regula a expressão de RNAm para NFB e possivelmente o processo inflamatório, 

condição essencial para a progressão da DRC (1, 116).  

Além do processo inflamatório, a fibrose também está presente na DRC 

associada a outras nefropatias, como aquelas associadas ao diabetes, por exemplo 

(1, 116). Na progressão da doença renal as citocinas atuam nas células renais 

(células tubulares, mesangiais e fibroblastos) para induzir proliferação e alterações 

fenotípicas. Essas células, principalmente os fibroblastos, passam a expressar a  

αSMA e aumentar a produção de colágeno e outros componentes da matriz 

extracelular (147). Além disso, um estudo anterior do nosso grupo observou que 

ratos tratados com Ang II pelo mesmo período apresentaram aumento de TGFβ via 

receptor AT1 (26), portanto, nossos resultados confirmam o processo fibrótico 

induzido por Ang II via AT1, uma vez que observamos um relevante aumento da 

expressão gênica e proteica de αSMA no modelo estudado.  

Considerando que tanto o estresse oxidativo quanto o estresse de retículo 

estimula eventos celulares associados à apoptose, avaliamos a expressão de RNAm 

para os componentes apoptóticos como a Bcl-2 e Bax que atuam como reguladores 

anti e pró-apoptóticos, respectivamente, porém não encontramos diferença na razão 

Bax/Bcl-2, observamos somente alterações na expressão de RNAm para Bcl-2 com 

infusão crônica de Ang II. Evidências mostram que a superexpressão de Bcl-2 

bloqueia as mudanças associadas com a Bax em células apoptóticas, o que pode 

justificar os nossos resultados. Uma possibilidade é que proteínas de pró-

sobrevivência da família Bcl-2 possam tornar inacessíveis proteínas ou ambientes 

lipídicos na membrana mitocondrial que são necessários para a ativação de Bax. 

Alternativamente, as moléculas de pró-sobrevivência podem sequestrar Bax, 

restringindo-a através de uma interação direta. É possível, também, que Bcl-2 possa 

ligar-se a Bax nas mitocôndrias seguindo um estímulo apoptótico para impedir a sua 

ativação e oligomerização adicionais nos poros condutores do citocromo C (135). 

Porém, ainda assim, avaliamos a expressão proteica das Caspases 3, 8 e 12, mas 

também, não vimos diferenças significativas entre os diferentes grupos (dados não 

mostrados). Além disso, foram realizados análises de expressão gênica e proteica 

para CHOP, um importante fator que reduz a atividade da proteína anti-apoptótica 
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Bcl-2, induz aumento da produção de EROs no RE e ativa vias pró-apoptóticas 

mediadas pela calmodulina cinase II (CaMKII)  (95), porém, também, não vimos 

alterações nos diferentes grupos em relação a expressão gênica, e tivemos 

problemas vinculados ao uso de anticorpos, em relação a expressão proteica. 

Sugerimos então, que a apoptose neste modelo experimental pode não estar 

ocorrendo pela via da CHOP. 

 

 

6.2 Efeito da Ang II e/ou losartan nos transportadores de sódio e hidrogênio. 

 

 

Considerando a importância da Ang II na injúria tubular renal e a importância 

do transporte de íons no rim para a manutenção do balanço hidroeletrolítico e do pH 

do meio interno, pode-se considerar pertinente investigar a expressão proteica dos 

principais transportadores de sódio e hidrogênio renais na DRC associada à 

exposição crônica de Ang II. Em estudo anterior (26), nosso grupo observou que no 

grupo tratado com Ang II por 42 dias a hiperfiltração glomerular induzida por Ang II 

via receptor AT1 foi acompanhada pelo aumento do fluxo urinário, da filtração e da 

excreção de Na+. Entretanto, não alterou a fração de filtração do íon, sugerindo um 

balanço de Na+ para a manutenção do volume do fluido extracelular. A excreção de 

Na+ é bastante complexa, uma vez que depende da dose e duração do tratamento 

com Ang II, bem como da magnitude da resposta hipertensiva (149). Estudos que 

utilizaram a infusão crônica de Ang II por duas semanas demonstram que 

inicialmente a Ang II induz retenção de Na+, mesmo depois de alguns dias, quando 

começa o balanço do íon, apesar de persistir a hipertensão arterial (82). No estudo 

atual, nossos dados apontam que em longo prazo, a Ang II via receptor AT1 atua 

sobre múltiplos mecanismos para manter o balanço de Na+, principalmente no túbulo 

proximal (maior sitio de reabsorção) e nos segmentos mais distais do néfron 

(responsáveis pelo ajuste fino do transporte de Na+). Sendo assim, avaliamos a 

expressão de NHE1, que é importante para regulação do pH e volume intracelular 

(137, 138) e no rim encontra-se na membrana basolateral de todas as células dos 

múltiplos segmentos do néfron (12), e observamos um aumento em sua expressão 

no grupo tratado com Ang II o que contribui para a homeostase ácido-base e volume 

celular, além do que, é considerado um fator de sobrevivência crítico, que pode 
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regular aspectos-chave da progressão da DRC (113). Outro ponto importante, é que 

a produção de EROs pode estar a montante da ativação do NHE1, induzida por Ang 

II, como demonstrado em cardiomiócitos (35) e vai de acordo com os nossos 

resultados. Além disso, a inibição do NHE1 pode atenuar o estresse de RE 

prolongado e prevenir apoptose (68).  

Observamos também, um efeito positivo da Ang II via AT1 na expressão de 

NHE3 total e concomitante aumento na expressão de NHE3 fosforilado (inativo), o 

que sugere uma resposta do túbulo proximal em contribuir para restabelecer o ajuste 

fino da reabsorção de Na+ e manter a homeostase do volume do fluido extracelular 

apesar dos estímulos da Ang II. É bem conhecido que a atividade do NHE3 é 

reduzida pela fosforilação da S552, devido a modulação da atividade do NHE3 em 

resposta a estímulos que pode envolver alterações no número de transportadores 

presentes na membrana, ou seja, a atividade deste transportador pode ser 

modificada sem que ocorra alterações na expressão total em córtex renal, o que 

pode explicar a razão pNHE3/NHE3 estar inalterada. Contudo, este resultado pode 

justificar o aumento na excreção de Na+ observado anteriormente nesse grupo de 

animais. Além disso, dados da literatura referente à modulação desse trocador 

mostraram que em modelo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com 12 

semanas, estágio no qual a hipertensão já está bem estabelecida, ocorre uma 

redistribuição do NHE3, sugerindo que este trocador passa por uma compensação 

homeostática ao aumento da pressão arterial (84). 

Em conjunto, nossos resultados corroboram com outros estudos, nos quais 

foram avaliados os efeitos da Ang II por períodos mais curtos na expressão de 

transportadores de Na+. Sandbeg e colaboradores (110) observaram que a infusão 

de Ang II por 20 minutos não alterou a pressão arterial, mas aumentou a reabsorção 

de Na+ devido ao efeito estimulatório da Ang II sobre o NHE3 e sobre o co-

transporte  isoforma 2 (NaPi2).  No entanto, a infusão do peptídeo por duas 

semanas resultou em hipertensão arterial e natriurese (86, 93). Nessa condição, a 

Ang II reduziu a expressão de transportadores de Na+ no túbulo proximal e 

aumentou a expressão dos transportadores do néfron distal, incluindo a alça de 

Henle, túbulo distal e ducto coletor (93). Nosso estudo confirmou a natriurese com 

Ang II por 42 dias.  

Outro ponto importante que vale ressaltar, é que as EROs têm efeitos 

específicos no transporte tubular de Na+ e na reabsorção de fluidos, diminuindo a 
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reabsorção de Na+ no túbulo proximal (100), e aumentando a reabsorção na alça de 

Henle e nos segmentos distais do néfron (123, 127). 

O NKCC2 é expresso na membrana apical de células epiteliais da porção 

espessa ascendente da alça de Henle e em nosso estudo, sua expressão foi 

aumentada com a infusão crônica de Ang II e ativação do AT1. E já foi relatado 

anteriormente que a hipertensão induzida por Ang II por 2 semanas estimulou 

significativamente a abundância cortical de NKCC2 (87). Contudo, evidências 

indicaram que os produtos relacionados com ânions superóxido desempenham um 

papel na estimulação da reabsorção renal de Na+ e água e que o H2O2 estimula a 

troca de Na+/H+ luminal e o co-transportador NKCC2 no ramo ascendente espesso 

da alça de Henle (61, 62).  

O NCC, por sua vez, é expresso no túbulo convoluto distal (102), e também é 

uma proteína alvo para a ação da aldosterona na regulação da excreção de Na+. E 

em nosso estudo o tratamento com Ang II por 42 dias induziu aumento significativo 

na expressão proteica de NCC e o losartan reverteu o efeito da Ang II sobre este 

parâmetro. Esses resultados vão de acordo com dados na literatura, onde foi 

demonstrado um aumento na estimulação de transportadores de Na+ durante a 

hipertensão induzida por Ang II (93), e que essa estimulação do transportador pode 

ser secundária à estimulação da secreção de aldosterona durante a infusão de Ang 

II (98).  Além disso, existem evidências que demonstram que a albuminúria estimula 

o estresse oxidativo mitocondrial e ativa o SRAA intrarenal, o que leva à alta 

regulação de NCC (59). 

Por outro lado, observamos um aumento na expressão proteica apenas da 

subunidade β (córtex) do ENaC, o que era esperado não só pelo efeito da Ang II via 

AT1 na expressão da proteína, mas também pela ação da Ang II/AT1 na produção 

de aldosterona, mineralocorticoide importante na expressão de ENaC nas células 

principais do néfron distal (115). Porém, não observamos alteração significativa da 

subunidade α no córtex no tratamento com Ang II. É comum que as subunidades de 

ENaC sejam reguladas diferencialmente (58) e sabe-se que a síntese da subunidade 

α de ENaC foi sugerida como um fator limitante de taxa do complexo multimérico de 

ENaC, com isso o transporte de Na+ poderia ser proporcional à abundância dos 

níveis de proteína α ENaC. No entanto, já foi demonstrado que o aumento da 

atividade de ENaC e do transporte de Na+ foi associado ao aumento da expressão 

das subunidades β e γ de ENaC em células do ducto coletor de rato, na ausência de 
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alterações na subunidade α. Além disso, Kim SW e colaboradores mostraram um 

aumento significativo das subunidades β e γ em associação com a expressão da 

subunidade α mantida, em modelos SHR (70). Além disso, no néfron distal, a 

aldosterona aumenta a transcrição de α ENaC, mas não a de β e γ ENaC (125) e a 

exposição prolongada a níveis elevados de vasopressina circulante estimula um 

aumento acentuado nas abundâncias das proteínas da subunidade β e γ, com pouco 

ou nenhum efeito na abundância da subunidade α (46), ou seja, esses achados 

confirmam que as subunidades são reguladas independentes uma da outra e 

corroboram com os nossos resultados, sugerindo assim que a subunidade β de 

ENaC pode contribuir significativamente para o aumento da reabsorção de Na+ 

tubular renal e para patogênese do desenvolvimento e/ou manutenção da 

hipertensão. Contudo, vale ressaltar que, quando a Ang II estimula a NADPH 

oxidase, aumenta a geração de ânion superóxido o qual tem um papel importante na 

estimulação de ENaC (56, 109). Além disso, a confirmação de que a inibição da Nox 

aboliu o efeito de Ang II em ENaC sugere fortemente que as EROs estão envolvidas 

na mediação do efeito estimulador de Ang II no ENaC e que a estimulação induzida 

por Ang II na geração de ânion superóxido é através da ativação de AT1 (28, 109, 

142) e anteriormente foi demonstrado que a inibição de AT1 diminuiu 

significativamente a geração de superóxido em túbulos renais (60), o que vai de 

acordo com os nossos resultados.  No entanto, o mecanismo pelo qual os ânions 

superóxido estimulam ENaC no tecido renal ainda não é claro.  

O esquema de vias propostas no estudo atual está demonstrado na figura 23.  
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Figura 23: Esquema das vias propostas. 
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7 CONCLUSÕES  

 

Nossos resultados indicam que o tratamento com Ang II por 42 dias, via 

receptor AT1, foi capaz de estimular: 

 A expressão gênica e/ou proteica para moléculas associadas: 

 Ao estresse oxidativo; 

 Ao estresse de RE; 

 À inflamação;  

 À fibrose renal.  

 Regular o manejo de Na+ tubular por induzir aumento na expressão de: 

 NHE1; 

 NHE3 total e fosforilado; 

 NKCC2; 

 NCC; e 

 Subunidade β do ENaC (córtex). 
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