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RESUMO 

 

 

SILVA, Rachel Vicente da. Papel da irisina na renoproteção contra lesões derivadas de 

isquemia e reperfusão renal bilateral. 2024. 57f. Dissertação (Mestrado em Fisiopatologia 

Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 

 

 

A lesão renal por isquemia e reperfusão (I/R) gera danos celulares que podem 

comprometem a homeostase devido ao aumento de espécies reativas de oxigênio, gerando 

processos inflamatórios locais, hiperplasia e hipertrofia renal. A irisina é uma miocina com 

diversas ações fisiológicas como a melhora do metabolismo energético, a promoção da saúde 

cardiovascular reduzindo a inflamação e consequentemente os riscos de hipertensão e 

aterosclerose e a redução da inflamação em obesos e diabéticos melhorando a resistência 

insulínica. A irisina é um mediador de saúde óssea e um agente protetor de doenças 

neurodegenerativas. Os animais foram anestesiados e receberam solução de salina ou 10nM de 

irisina pela veia jugular, 30 minutos após, foram posicionados em decúbito lateral para a 

indução da isquemia e reperfusão. Houve incisão da parede dorsal para acesso aos rins direito 

e esquerdo. O tecido adiposo dos rins de cada um dos animais foi dissecado para a melhor 

visualização do hilo renal. A isquemia foi realizada com a utilização de clamps não traumáticos 

de 30g (Roca Instrumental ®, São Paulo, Brasil) nos grupos específicos descritos 

anteriormente, os animais foram submetidos a 1 hora de isquemia renal bilateral. Vinte e quatro 

horas após a reperfusão, as alterações na função e na histopatologia renais foram avaliadas 

através do cálculo do fluxo urinário no período de 24 horas e a taxa de filtração glomerular, 

calculada através do clearance de creatinina. A taxa de creatinina e uréia foi dosada pelo Kit 

CREATININA PP (Gold Analisa®) e URÉIA (Gold Analisa®). Os marcadores biológicos IL-

6, IL-1β, NOX4 e HIF-1α foram avaliados por Western Blotting e VEGF, PGC1-α, eNOS, 

TNF-α e HIF-1α foram avaliados por PCR em tempo real. A função renal e a estrutura tubular 

avaliada na histopatologia identificaram preservação tecidual com a infusão de irisina no grupo 

I/R+IRI. Não foi detectada alteração na expressão proteica de IL-6, IL-1β, NOX-4 e HIF- 1α 

entre os grupos. Os níveis de mRNA de eNOS não foram dignificamente alterados, mas  foi 

observado um aumento de TNF-α em animais tratados e uma redução no acúmulo de HIF-1α, 

PGC1-α e VEGF nos grupos I/R e I/R+IRI em relação ao grupo SHAM. A irisina 10 nM foi 

capaz de melhorar a função renal e o escore de lesão tubular renal em animais submetidos a 

isquemia e reperfusão bilateral independente de HIF-1α, VEGF e PGC1-α, vias essenciais na 

resposta ao dano tecidual. Dessa forma, a irisina foi capaz de através de mecanismos 

compensatório mediar a resposta a apoptose e inflamação.  

 

Palavras chaves: isquemia e reperfusão; lesão renal aguda; doença renal crônica; renoproteção; 

                           irisina 

 

 

 



   

 

   

 

ABSTRACT 

 

 

SILVA, Rachel Vicente da. Role of irisin in renoprotection against lesions derived from 

bilateral renal ischemia and reperfusion. 2024. 57f. Dissertação (Mestrado em 

Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 

 

Renal injury due to ischemia and reperfusion (I/R) generates cellular damage that can 

compromise homeostasis due to the increase in reactive oxygen species, generating local 

inflammatory processes, hyperplasia and renal hypertrophy. Irisin is a peptide hormone with 

several physiological actions such as improving energy metabolism, promoting cardiovascular 

health by reducing inflammation and consequently the risks of hypertension and 

atherosclerosis, and reducing inflammation in obese and diabetic individuals by improving 

insulin resistance. Irisin is a mediator of bone health and a protective agent against 

neurodegenerative diseases. The aim of this study was to evaluate the role of irisin in 

renoprotection against lesions derived from bilateral renal ischemia and reperfusion. Male 

Wistar rats were divided into 4 experimental groups (n=6): sham-operated group (SHAM), 

sham-operated + irisin group (SHAM+IRI), ischemia and reperfusion group (I/R) and ischemia 

and reperfusion + irisin group (I/R+IRI). The animals were anesthetized and received saline 

solution or 10nM irisin via the jugular vein. 30 minutes later, they were positioned in lateral 

decubitus for induction of ischemia and reperfusion. An incision was made in the dorsal wall 

to access the right and left kidneys. The adipose tissue of the kidneys of each animal was 

dissected for better visualization of the renal hilum. Ischemia was performed using 30g non-

traumatic clamps (Roca Instrumental ®, São Paulo, Brazil) in the specific groups described 

above; the animals were subjected to 1 hour of bilateral renal ischemia. Twenty-four hours after 

reperfusion, changes in renal function and histopathology were assessed by calculating the 

urinary flow rate over a 24-hour period and the glomerular filtration rate, calculated through 

creatinine clearance. Creatinine and urea levels were measured using the CREATININE PP Kit 

(Gold Analisa®) and UREA (Gold Analisa®). The biological markers IL-6, IL-1β, NOX4 and 

HIF-1α were assessed by Western Blotting and VEGF, PGC1-α, eNOS, TNF-α and HIF-1α 

were assessed by real-time PCR. Renal function and tubular structure assessed by 

histopathology identified tissue preservation with irisin infusion in the I/R+IRI group. No 

change in the protein expression of IL-6, IL-1β, NOX-4 and HIF-1α was detected between the 

groups. eNOS mRNA levels were not significantly altered, but an increase in TNF-α was 

observed in treated animals and a reduction in the accumulation of HIF-1α, PGC1-α and VEGF 

in the I/R and I/R+IRI groups compared to the SHAM group. Irisin 10 nM was able to improve 

renal function and the renal tubular injury score in animals subjected to bilateral ischemia and 

reperfusion, regardless of HIF-1α, VEGF and PGC1-α, essential pathways in the response to 

tissue damage. Thus, irisin was able to mediate the response to apoptosis and inflammation 

through compensatory mechanisms. 

 

Keywords: ischemia and reperfusion; acute kidney injury; chronic kidney disease; 

renoprotection; irisin.  
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INTRODUÇÃO  

 

 

Os rins são órgãos que compõem o sistema excretor em conjunto com os ureteres, bexiga 

e uretra e desempenham funções primordiais para a manutenção da saúde do organismo. Os 

glomérulos renais, são estruturas responsáveis pela filtração do plasma sanguíneo e formação 

do ultrafiltrado glomerular que percorre o túbulo proximal, porção descendente e ascendente 

da alça de Henle, túbulo distal e ducto coletor. Durante este processo, há mecanismos de 

reabsorção e secreção que são essenciais para a a regulação do equilíbrio hidroeletrolítico, 

equilíbrio ácido-básico, conservação de nutrientes e excreção de resíduos metabólicos (AIRES, 

2008; ALVES, 2011, HALL, J. E., & GUYTON, 2017).  

O fluxo sanguíneo renal (FSR) corresponde a cerca de 20% do débito cardíaco, o que 

equivale a cerca de 1,3 litro por minuto. Disfunções no sistema cardiovascular podem gerar 

alterações do FSR aumentando a pressão sanguínea nos vasos, garantindo a dependência da 

maior ativação do SRAA (BREGMAN, 1997; ALVES, 2011, DALAL et al, 2023). Neste 

sentido, podemos notar que o sistema renal é importante no controle a longo prazo da pressão 

arterial, através da regulação do volume do fluido extracelular (FEC), da tonicidade do FEC e 

através da ativação do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (AMES 2019; HALL, 

J. E., & GUYTON, 2017). Por esta razão, a manutenção da estabilidade hemodinâmica é 

garantida de forma conjunta com o sistema cardiovascular e, uma vez que ocorram alterações 

funcionais em um desses órgãos o outro também pode ser afetado, culminando nas denominadas 

síndromes cardiorrenais (REF).  

Além disso, o FSR é um dos importantes marcadores para quantificação de lesões renais, 

(DALAL et al, 2023), principalmente quando associado a diagnósticos de insuficiência renal 

(IR). Os casos de mortalidade relacionado a insuficiência renal aguda (IRA) excedem os de 

insuficiências cardíacas, câncer de mama e diabetes nos últimos 53 anos e pode ser vista em 

adultos e crianças (KELLUM et al, 2021).   

As IRAs desencadeiam diversas consequências renais como por exemplo a doença renal 

crônica (DRC) pós IRA. Elas ocorrem em decorrência da obstrução renal a partir da perda 

parcial dos néfrons e fibrose intersticial, acarretando na perda da função excretora dos rins, com 

acúmulo de matabólitos no sangue e surgimento da DRC subclínica. A DRC subclínica também 

está relacionada a outras doenças como a hipertensão arterial, doença cardiovascular e acidente 

vascular cerebral (AVC) (ALVES, 2011; HSU et al, 2016).    
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Entre as principais causas da IRA também estão a sepse, desidratação, insuficiência 

cardíaca grave e glomerulonefrites agudas (ALVES, 2011). O controle da progressão das IRA 

pode ser feito através da compreensão do funcionamento dos rins. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Sistema renal 

 

 

Os rins são órgãos retroperitoneais, localizados na região abdominal e cobertos por 

tecido areolar frouxo e gordura. O rim direito ocupa uma posição inferior quando comparado 

ao esquerdo devido a posição do lóbulo direito do fígado. Com isto, o rim esquerdo se torna 

mais comprido que o rim direito. Ambos medem cerca de 5 a 7,5cm de largura e 12 cm de altura 

e possuem peso variável de 125-170g em um homem adulto e 115-155g em uma mulher adulta. 

A coloração marrom-escura assemelha a estrutura ao formato de um grão de feijão (DI DIO, 

1999; GARDNER, 1998; GRAY, 1988).   

Cada rim é composto por uma cápsula fibrosa e resistente de tecido conjuntivo 

denominada cápsula renal, esta estrutura é responsável pela proteção do meio interno de cada 

um dos dois órgãos. O hilo renal está localizado na porção medial dos rins, e é responsável pela 

irrigação sanguínea e nutrição do órgão. O hilo renal é o ponto de encontro de artérias e veias, 

vasos linfáticos, suprimentos nervosos e ureter, estrutura responsável por encaminhar a urina 

para a bexiga e posterior eliminação do corpo (Figura 1) (HALL, J. E., & GUYTON, 2017).  

 

 

Figura 1 – Esquema representativo da estrutura renal 

 

Fonte: Adaptado de http://www.infoescola.com 

 

http://www.infoescola.com/
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Cada rim possui 5 ramos de artéria renal que partem do hilo renal sendo a artéria direita 

mais alongada que a artéria esquerda. Os segmentos arteriais ao entrarem em contato com o 

seio renal, se ramificam no parênquima renal originando o córtex e a medula que são formadas 

por 8 a 18 pirâmides renais e 20 a 40 alças capilares (AIRES, 2015). 

O parênquima dá origem a unidade de formação da urina denominada néfron. Cada 

néfron é composto pelo corpúsculo renal e túbulo proximal, alça de Henle e túbulo distal (Figura 

2). Apesar de ser um elemento importante envolvido na formação da urina, o ducto coletor não 

é considerado parte do néfron (AIRES, 2008).  As artérias interlobulares que irrigam o córtex 

renal e as pirâmides renais formam as arteríolas aferentes que dão origem a um enovelado 

capilar denominado glomérulo renal (GARDNER, 1998; DI DIO, 1999; DUQUES, 2002). 

 

Figura 2 – Esquema representativo dos néfrons 

 

 Fonte: Adaptado de: http://planetabiologia.com. 

 

As células justaglomerulares secretam uma enzima chamada renina. A renina é 

responsável pela clivagem do angiotensinogênio, uma glicoproteína produzida em diversos 

tecidos  em um decapeptídeo denominado como angiotensina I. A angiotensina I não possui 

efeitos biológicos relevantes e, o aumento de sua concentração aumenta a atividade da enzima 

conversora da angiotensina (ECA), uma enzima também secretada em diversos tecidos e 

responsável na clivagem da  angiotensina I ao octapeptídeo angiotensina II. A angiotensina II 

é responsável pelo aumento da secreção de aldosterona no córtex adrenal, que aumenta a 

atividade da bomba de sódio e potássio e a permeabilidade aos canais de sódio.    

Consequentemente ocorrerá aumento da reabsorção de Na+ e água, além do seu potente 

efeito vasoconstritor, que irá acarretar no aumento da pressão sanguínea (BREGMAN, 1997). 

A filtração do plasma ocorre nos glomérulos renais. Cada glomérulo possui uma pressão 

hidrostática alta de 60 mmHg e é responsável pela filtração de 90 a 120 ml de plasma por 

http://planetabiologia.com/
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minuto. Para que o processo de filtração ocorra, o filtrado glomerular necessita atravessar a 

barreira de filtração glomerular em direção ao espaço urinário (GRAY, 1988; GARDNER, 1998 

DI DIO, 1999; DUQUES, 2002; DALAL et al, 2023). A barreira de filtração glomerular é 

composta por três camadas: endotélio capilar, membrana basal e parede interna da cápsula de 

Bowman (Figura 3) (AIRES, 2008). 

O endotélio capilar descontínuo pertencente aos capilares é formado por proteoglicanos 

e proteínas que formam o glicocálix. O glicocálix contribui para a função de impedir que 

moléculas grandes ou com cargas elétricas negativas como a albumina atravessem a barreira 

endotelial. A seleção endotelial de moléculas é garantida por receptores específicos e 

eletronegatividade das fenestras funcionais que possuem diâmetro de 60-80nm e poros que 

limitam a passagem a 50 Å de diâmetro (VENKATACHALAM & RENNKE, 1978; AKILESH, 

ET AL 2008). 

As proteínas são importantes componentes de manutenção do plasma sanguíneo no 

endotélio capilar e promove a manutenção da pressão oncótica capilar. Através de receptores 

multi ligantes, as proteínas menores que 65Kda são reabsorvidas pela membrana basal da luz 

tubular para a corrente sanguínea. Proteínas maiores que 65 Kda possuem pouca capacidade de 

filtração e são barradas pela barreira de filtração sanguínea e fagocitadas pelas células 

mesangiais glomerulares (VERROUST ET AL, 2002). Em situações patológicas, quando a 

carga das proteínas na luz tubular excede as capacidades fisiológicas ocorre proteinúria. A 

proteinúria pode causar doenças renais como a LRA e doenças cardiovasculares (KIRSZTAJN, 

2010). 

A membrana basal glomerular (MBG) é repleta de macromoléculas como fibra colágeno 

do tipo IV, lamininas e proteoglicanos (GROFFEN ET AL, 1999).   

 

Figura 3 – Micrografia eletrônica da parede capilar glomerular de um rato 

 

 

Legenda:  (L) lúmen, (END) endotélio, (E) células epiteliais, (LRI) lâmina rara interna, (LD) lâmina densa, (LRE) 

lâmina rara externa, (FSD) diafragma da fenda de filtração.  

Fonte: Adaptado de VENKATACHALAM & RENNE,1978. 
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A cápsula de Bowman possui uma dupla parede. O revestimento interno da cápsula de 

Bowman que possui contato direto com o espaço de Bowman é formado por células chamadas 

de podócitos. Os podócitos são responsáveis pela permeabilidade seletiva das moléculas 

menores que atravessarão a fenda diafragmática de filtração da MBG. O meio externo da 

cápsula possui uma película protetora de epitélio pavimentoso simples (AIRES, 2008, 

AKILESH, ET AL 2008). 

Após a passagem pela barreira de filtração glomerular, o filtrado glomerular percorre o 

túbulo contorcido proximal, alça de Henle, túbulo contorcido distal e ducto coletor sofrendo 

processos de reabsorção e secreção tubular de solutos. A taxa de filtração glomerular (TFG) 

depende da pressão de ultrafiltração (dada pela diferença entre as pressões hidrostáticas e as 

pressões oncóticas transcapilares) e do coeficiente de ultrafiltração (DALAL et al, 2023). Ela é 

um excelente parâmetro de checagem das capacidades funcionais glomerulares da barreira de 

filtração (ZACCHELLO et al, 1982). 

As células do túbulo proximal possuem muitas mitocôndrias e borda em escova (Figura 

4) e são responsáveis pela reabsorção isotônica de 2/3 do filtrado glomerular (RANDALL et al, 

2000; AIRES, 2008).  

 

Figura 4 – Esquema representativo das microvilosidades presentes nos túbulos proximais 

 

Fonte: Adaptado de: RANDALL et al, 2000. 

 

A alça de Henle possui três porções, uma porção descendente delgada, uma porção 

ascendente delgada e uma porção ascendente espessa. A porção descendente é permeável a água 
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e é responsável pela secreção de solutos. A porção fina ascendente é impermeável a água e é 

responsável pela reabsorção de cloreto de sódio e secreção de uréia. A porção espessa da alça 

de Henle também é impermeável a água e responsável pela reabsorção de sódio, cloreto, 

potássio, cálcio e magnésio (RANDALL et al, 2000; AIRES, 2015).  

Os túbulos distais são responsáveis pela secreção de hidrogênio e amônia e reabsorção 

de Na+ pela ação da aldosterona. Estas estruturas reabsorvem o bicabornato e cálcio, podem 

reabsorver ou secretar íons de potássio. Os túbulos distais dão origem a última porção do néfron 

chamada de ducto coletor é responsável pela secreção de hidrogênio e potássio através das 

células α e bicarbornato através de células β sob dieta alcalina. Na presença do hormônio 

antidiurético (ADH), o túbulo distal e o ducto coletor se tornam altamente permeáveis a água 

através da inserção de canais de aquaporina 2 (AQP2) na membrana luminal, garantindo a 

osmolaridade plasmática e o equilíbrio hidroeletrolítico do meio interno tubular (AIRES, 2015; 

RANDALL et al, 2000). 

Entre os componentes plasmáticos filtrados, reabsorvidos e excretados estão a água, íons 

de cloreto, sódio, bicabornato, glicose, uréia, potássio, ácido úrico e creatinina (Tabela 1). 

  

 

Tabela 1 - Função renal – componentes plasmáticos filtrados, reabsorvidos e excretados  
 

Componente 

Plasmático 

Filtração (g/dia) Excreção (g/dia) Reabsorção (g) (%) 

H2O 1.800.000 1.800 178.200 99 

Cl- 630 5,3 625 99,2 

Na+ 540 3,3 537 99,4 

Bicabornato (HCO3-) 300 0,3 300 ~100 

Glicose 140 0 140 100 

Uréia 56 32 24 45 

K+ 28 4 24 85,7 

Ácido úrico 8,5 0,8 7,7 90,6 

Creatinina 1,4 1,6* 0 0 

*Entre 7% e 20% de sua concentração urinária que a creatinina é secretada de forma ativa. 

Fonte: Adaptado de SODRÉ et al, 2007. 

 

1.2 Lesão renal aguda (LRA) 

 

 

Alterações na hemodinâmica renal podem acarretar em lesões renais agudas (LRA) nos 

indivíduos. As LRA são definidas como a redução das capacidades dos rins de filtrar o plasma 
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ou diluir a urina, sendo responsável pela redução da excreção urinária (Sociedade Brasileira de 

Nefrologia, 2007). Esta doença é considerada a forma de doença intrínseca mais comum em 

adultos (MOLITORIS, 1998). 

Além do declínio na capacidade de excretar ácidos fixos, afetando a homeostase ácido-

base, as LRAs podem comprometer a regulação da pressão sanguínea mediante a ativação 

crônica ou desregulação do SRAA (AMES, 2019). A redução da ação do SRAA ocasiona pró-

inflamatória, pró-trombótica e aterogênica (AMES, 2019). A avaliação da inflamação é 

mediada pela presença de espécies reativas de oxigênio (EROS) que serão responsáveis por 

determinar a capacidade mitocondrial de sintetização de energia (GROFFEN ET AL, 1999).  

As manifestações clínicas das LRA podem ocorrer em consequência de distúrbios 

digestivos, cardiorrespiratórios, neurológicos, hematológicos, imunológicos, nutricionais ou 

cutâneos. A LRA apresenta características diferentes e pode resultar em Insuficiência Renal 

Aguda (IRA) se nao tratada. A IRA apresenta 3 classificações, de acordo com o quadro clínico 

do paciente (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Classificação clínica da IRA  
 

Classificação Diagnóstico clínico Patologia associada 

IRA pré-renal Redução do fluxo plasmático 

Redução da filtração glomerular  

 

Hipotensão arterial 

Hipovolemia (hemorragia, 

diarreia e queimaduras) 

IRA renal 

(intrínseca ou 

estrutural) 

NTA séptica 

NTA nefrotóxica 

IRA através de glomerulopatias 

IRA por nefrite intersticial aguda 

IRA Vascular 

Embolização por colesterol 

IRA hepatorenal 

Necrose Tubular Aguda (NTA) 

isquêmica e/ou tóxica 

 

IRA pós-renal 

(obstrutiva) 

Cálculos 

Traumas 

Coágulos 

Tumores  

Fibrose retroperitoneal  

Obstrução intra-renal ou extra-

renal  

 

Fonte: Adaptado de Sociedade Brasileira de Nefrologia, 2007.  

 

Segundo Kdigo (2012) a LRA doença pode ser dividida em 3 estágios de acordo com a 

gravidade do paciente (Tabela 3), e pode variar de leve a grave e persistente (KELLUM et al, 

2021). Com isto, a doença é motivo de preocupação clínica (ABDELHAY, 2002). 
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Tabela 3 – Estágios da Insuficiência Renal Aguda  

Estágio  Creatinina sérica Débito urinário 

 

1 
 

 

Aumento da creatinina sérica basal em 1.5-1.9 vezes. 

ou  ≥ 0.3mg/dl (≥26.5 µmol/l) 

Débito urinário <0.5ml/kg/h 

(6-12h) 

2 
 

 

 

Aumento da creatinina sérica basal em 2.0-2.9 vezes. 

 

Débito urinário <0.5 ml/kg/h 

por >12h 

3 Aumento da creatinina sérica basal de 3.0 vezes  

ou 

Aumento da creatinina sérica ≥ 4.0 mg/dl (≥353.6µmol/l) 

ou 

Início de Terapia de Substituição Renal (TSR) 

ou 

Em pacientes >18 anos com queda na TFG 

<35ml/min/1,73m² 

 

Débito urinário <0.3ml/kg 

por 24hr  

Ou  

anúria≥24h 

 

 

Fonte: Adaptado de KDIGO, 2012.  

 

A LRA é uma síndrome comumente vista em pacientes em Unidades de Terapia 

Intensiva (UTI) e pode progredir rapidamente para doença renal crônica se não diagnosticada 

de forma prévia (CHERTOW, 2005). As LRAs  podem ser de origem nefrotóxica ou isquêmica 

(PICKKERS et al., 2021). A origem nefrotóxica tem associação com a hipertensão arterial, 

diabetes mellitus e glomerulonefrites (CHERCHIGLIA et  al., 2010). As de origens isquêmicas 

estão associadas a oclusão de vasos, normalmente são mais frequentes em procedimentos 

cirúrgicos (RIELLA,2018). 

A LRA pode culminar no acometimento das estruturas dos rins promovendo lesões nos 

segmentos dos néfrons. Estas lesões podem gerar morte celular programada e necrose tubular 

aguda (Figura 5). A hipercalcemia devido a diminuição da excreção de potássio também é 

observada (KELLUM et al, 2021).  
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Figura 5 - Microscopia da necrose tubular aguda  

 

 

Fonte: Adaptado de https://aspneph.org 

 

A longo prazo a LRA está associada a um aumento de custo em saúde, sendo no Brasil 

o valor estimado a 1,4 bilhões de reais ao ano devido a altos índices de internação e taxas de 

mortalidade. No país, o número de indivíduos transplantados e portadores da doença são de 

120.000 (CHERTOW GM, 2005, BASTOS et al, 2010). 

 

 

1.3 Fisiopatologia da LRA induzida por isquemia e reperfusão renal 

 

 

Durante a fase de isquemia, ocorre um desequilíbrio entre oferta e demanda de oxigênio 

tecidual, as mitocôndrias reduzem sua capacidade de transportar elétrons e de sintetizar ATP. 

A partir daí ocorre a mudança no predomínio do metabolismo aeróbio para o anaeróbio e há 

aumento da glicólise, formação de ácido lático e diminuição do pH citosólico (KOSIERADZKI 

& ROWIŃSKI 2008). Estes processos levam a desestabilização da membrana do lisossomo e 

saída do conteúdo lisossomial (SUGIYAMA et al 1988), inibição da atividade da Na+/K+ 

ATPase (KATO & KAKO 1987), levando ao acúmulo intracelular de íons Na+ e água 

(KOSIERADZKI & ROWIŃSKI 2008). 

Após a isquemia, durante a fase de reperfusão há elevação súbita dos níveis de oxigênio 

e do pH extracelular. A volta à normóxia induz um aumento dos níveis intracelulares de Ca2+, 

levando a abertura do poro de transição mitocondrial (GUSTAFSSON & GOTTLIEB 2008, 

PENG & JOU 2010, GOTTLIEB 2011, KALOGERIS et al 2012) e ocasionando o 

https://aspneph.org/
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extravasamento de proteínas mitocondriais além da redução da capacidade antioxidante (LI & 

JACKSON 2002, BAYRAK et al 2008), acarretando no aumento da produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) (KALOGERIS et al 2012), promovendo lesões nas membranas e 

no citoesqueleto, resultando na morte celular.  

Em adição aos efeitos citotóxicos diretos da hipóxia, a IR induz uma reação inflamatória 

como recrutamento de células ou pela indução de secreção local de citocinas para o parênquima 

renal (MISSERI  et al 2005, KLUGER  et al 2014). 

Várias alternativas têm sido utilizadas para a proteção do rim após a IR. Procedimentos 

como o pré-condicionamento ou pós-condicionamento isquêmico, tem mostrado que estas 

manobras são eficientes para a atenuação da lesão induzida pela IR através da redução do 

estresse oxidativo e consequente diminuição do grau de morte celular. Porém, pouco se conhece 

sobre os mecanismos que levam a esta atenuação (BERNHARDT et al 2006, HUANG et al 

2006, XING et al 2008, CHEN et al 2009, WU et al 2009, SALAHUDEEN et al 2011, 

MAHFOUDH-BOUSSAID et al 2012, SHOKEIR et al 2014). 

 

 

1.4 Moléculas envolvidas na fisiopatologia da LRA 

 

 

1.4.1 Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) 

 

 

O VEGF é uma glicoproteína que possui 32 a 45 kDa e possui importante envolvimento 

na resposta imunológica mediante ao processo inflamatório. Um dos papéis importantes desta 

molécula presente em podócitos de células pré-tubulares, pré-glomerulares e glomerulares é o 

aumento da permeabilidade vascular e regulação da expressão gênica endotelial, como a adesão 

e expressão de moléculas, mediados pelos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2. Além da 

expressão em células endoteliais, o VEGF é expresso também em células imunológicas como 

macrófagos e células T ativas (LEUNG ET AL, 1989; FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997; 

MARUMO, 1999). 
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1.4.2 Óxido Nítrico Sintase Endotelial (eNOS) 

 

 

A expressão de eNOS é um importante achado na disfunção renal pois seu aumento 

ativo um amplo espectro de sequelas celulares. As consequências referentes ao aumento das 

concentrações de NOS desencadeiam ações anti apoptóticas ou apoptóticas celulares, 

peroxidação lipídica e danos aos DNA do indivíduo (DAVIS ET AL, 2001).  

O eNOS possui importante influência na mediação da ativação de enzimas como 

guanilato ciclase solúvel (enzima contendo fragmento heme) e componentes envolvidos na 

proteção do estresse oxidativo (KIM ET AL, 1997). 

 

 

 

1.4.3 Fator Induzível por Hipóxia Alfa (HIF1-α) 

 

 

A indução de isquemia/reperfusão gera na limitação da oferta de oxigênio, e 

vulnerabilidade renal e injúria isquêmica aguda (LI, 2020). A hipóxia é um importante 

mecanismo de detecção da patogênese renal. Em condições normais, o HIF é dependente da 

ação das proteínas da prolil hidroxilase (PHD) para ser hidroxilado em um ambiente com 

oxigênio, permitindo sua ubiquitinação pela proteína de von Hippel-Lindau (pVHL) através da 

ubiquitina ligase E3 (FANDREY ET AL, 2006). 

O HIF1-α é um mecanimso protetor com resposta ao reparo do tecido renal. O HIF 

possui um heterodímero α e um β e desempenha um importante fator de transcrição de fatores 

de hipóxia 1, 2 e 3 permitindo a adaptação do metabolismo celular e ativação de mais de 100 

genes de adaptação a falta de oxigênio (MCGETTRICK, 2020; LIU ET AL, 2022). 

A inibição deste fator promove a infiltração e ploriferação de células renais tubulares e 

apoptose das células renais por meio da atividade de NF-kB. Logo, há o aumento das 

concentrações de IL1-β, TNF-α, MCP-1 e VCAM-1 (CONDE et al, 2017).  
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1.4.4 Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-β) 

 

 

O TGF-β é presente em mamíferos de três isoformas: β1, β2 e β3. A molécula é ativada 

em formato de proteína inativa por ligação não covalente do peptídeo associado à latência 

(LAP) (RIFKIN, 2005). As integrinas, ativadas por clivagem através de proteases 

(JENKINS,2008), facilitam a ativação mecânica do TGF-β após a ligação com domínios RGD 

do LAP (MUNGER ET AL, 1999). 

A ativação de TGF- β influencia no crescimento de fibroblastos e expressão de actina 

de músculo liso α. Com isto, há a transformação dos fibroblastos para miofibroblasto, síntese 

de MEC e consequentemente proliferação de fibroblastos favorecendo o processo fibrótico. 

Além disto, o TGF- β é o principal fato associado a sensibilização celular mediante à atrofia ou 

degeneração tubular por apoptose (MIYAJIMA ET AL, 2000).   

O TGF-β tem um papel duplo na isquemia e reperfusão renal: ele inicialmente ajuda a 

modular a inflamação e reparar o tecido lesado, mas, em excesso ou de forma persistente, pode 

induzir fibrose renal e apoptose, levando à perda progressiva da função renal. O controle da 

ativação do TGF-β é fundamental para minimizar a lesão renal de longo prazo após esses 

eventos. Devido ao seu papel central na fibrose e inflamação, o TGF-β é um alvo terapêutico 

em potencial para prevenir a progressão do dano renal após isquemia e reperfusão. Inibidores 

do TGF-β ou moduladores de sua via de sinalização estão sendo estudados como estratégias 

para reduzir a fibrose e preservar a função renal após esses episódios. A progressão da fibrose 

em túbulos renais pode estar associada a doenças como as glomerulonefrites, diabetes mellitus 

ou hipertensão arterial por presença de LRA progressiva, resultando em perda de função renal 

e subsequentes estágios terminais da doença renal (MARIANI ET AL, 2018). 

 

 

1.4.5 Fator de Necrose Tumoral (TNF-α) 

 

 

O TNF-α é um fator de resposta imunológica mediante a processos fibróticos e 

inflamatórios. O fator de necrose tumoral é produzido por diversas células do organismo como 

células mesangiais, tubulares e macrófagos (AL-LAMKI & MAYADAS, 2015; MENG et al, 

2016). 
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As principais vias de sinalização são as proteínas quinases ativadas por mitógeno 

(MAPK), fator nuclear kB (NF-kB) e caspazes. A resposta potencializada do TNF-α é mediada 

pela resposta secundária de MAPK e kB que aumentam de forma exponencial a quantidade de 

diversas citocinas pró-inflamatórias (SABIO & DAVIS, 2014). 

Em DRC e modelos experimentais de doença renal como modelos de nefropatia 

induzida por cisplatina, obstrução ureteral unilateral (UUO) e isquemia-reperfusão, os altos 

níveis séricos de TNF-α representam maior gravidade de LRA devido ao grau de inflamação 

(AL-LAMKI, 2015; GUPTA et al, 2012). Com isto, a inibição do Fator de Necrose Tumoral de 

forma farmacológica ou genética desempenha papel crítico na patogênese da doença 

(TAGUCHI et al, 2021). 

 

 

1.4.6 Interleucinas 

 

A interação de citocinas com receptores de membrana, regulam a transcrição de genes 

e determinam a alteração celular e disfunções de tecido (COUSER, 1998). Com isto, a ativação 

de citocinas inflamatórias como as interleucinas, desempenham papel crucial na fisiopatologia 

da doença renal. (CHEUNG et al,2010;  KNIGHT et al, 2004; LIU Y, 2006)  

As principais interleucinas relacionadas nas lesões renais por inflamação são as 

interleucinas 1 e 6 (STREETZ et al, 2001). Estas interleucinas possuem ação pró-inflamatória, 

pró-trombótica e aterogênica e podem influenciar a função renal aumentando as lipoproteínas 

circulantes em indivíduos obesos como por exemplo o plasminogênio-1 (PAI-1), resistina e 

quimiocina MCP-1. Além disto, níveis circulantes de citocinas são também responsáveis pela 

resistência insulínica (HUNLEY et al, 2010). 

Nos rins, as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) são responsáveis pela ativação do sistema 

imune precoce de adultos acometidos por DRC (OBERG et al, 2004) e desempenham papel 

crucial nos achados relacionados a mortalidade em pacientes dos estágios 3 e 4 (KNIGHT et al, 

2004). 
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1.5  Mecanismo de detecção da LRA 

 

 

1.5.1 Creatinina 

 

 

Marcadores do débito urinário como a creatinina sérica são estratégias para 

quantificação da função renal pela TFG (KELLUM et al, 2021). A creatinina é um produto 

resultante do metabolismo da creatina presente principalmente na musculatura esquelética 

humana, filtrada de forma livre nos glomérulos renais (SODRÉ et al, 2007; CIRILLO, 2010).  

A excreção creatinina sérica é feita através da via renal por filtração glomerular e 

secreção tubular, isto justifica o aumento da creatinina sérica independente da TFG após o uso 

de drogas como cimetidina e primetoprima. Casos semelhantes podem também ser vistos após 

a administração de medicamentos como finefibrato e o uso de hormônios do crescimento 

(ANSQUER, J. C. et al 2008). As dosagens a partir da amostra de sangue e urina de 24 horas 

são um importante dado na avaliação de doenças renais agudas (SODRÉ et al, 2007; VIDIGAL, 

2009). 

A TFG é calculada baseada no clearence renal, que determina a capacidade de 

depuração do plasma de determinada substância baseado em um período de tempo. As TFGs 

podem ser calculadas por fórmulas matemáticas desenvolvidas ao decorrer dos anos 

(COUTINHO, 2023). 

 

 

1.5.2 Uréia 

 

 

A amônia resultante do processo de fermentação do alimento não sintetizada por 

microrganismos, é absorvida pelo intestino e encaminhada para o fígado através da corrente 

sanguínea para a realização do ciclo da ureia (CHURCH, 1988; COELHO DA SILVA e LEÃO, 

1979).  

A uréia é proveniente da catabolização de proteínas endógenas e digeridas pelo 

organismo. O aumento da concentração sérica da uréia é determinado azotemia. Esta condição 

pode ser de origem pré-renal (devido ao aumento da ingestão de proteínas, exercícios muito 

longos, hemorragias, hipovolemias ou choque), renal (75% dos glomérulos acometidos por 
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lesão, insuficiência ou doença renal) ou pós-renal (obstrução urinária). Os principais sintomas 

clínicos associados a azotemia são vômitos, diarreias, anorexia e/ou perda de peso, uremia, 

letargia e poliúria (THRALL et al., 2015). 

 

 

1.6  Terapia das LRAs em modelos experimentais 

 

 

Modelos experimentais em pesquisas científicas permitem o estudo de diversas 

patologias a partir da associação entre fenômenos físicos, químicos e biológicos. A importância 

desses modelos vem sendo explícita durante anos, principalmente para a engenharia genética, 

permitindo o estudo do genoma em forma de mosaico (ABDELHAY, 2002). São utilizados em 

pesquisa científica modelos de roedores isogênicos, que permitem o acasalamento entre 20 

gerações consecutivas. Estes modelos garantem a população homozigótica saudável e de maior 

longevidade quando comparado as demais (SANTOS, 2002). 

Estudos já realizados evidenciam que parte dos danos nas estruturas renais são tubulares 

devido a oclusão, principalmente clipada. O grau da lesão será dependente da pressão de 

oclusão da artéria renal (MORAN et al, 1992). Logo, Modelos experimentais isquêmicos 

permitem o estudo de diversas patologias renais, principalmente em modelos hipertensos 

renovasculares (GOLDBLATT at al, 1934) além da avaliação da interação de fármacos, como 

a irisina, em doenças renais (FORMIGARI, 2022). 

 

 

1.7  Irisina 

 

 

Boström et al (2012), relatou que a irisina ao ser induzida durante a atividade física, 

ativa profundas alterações no tecido adiposo subcutâneo, estimulando assim, o escurecimento 

e a expressão da proteína descacopladora mitocondrial 1 (UCP1), ressaltando o aumento no 

gasto de energia total do corpo e na diminuição da resistência à insulina associada a obesidade.  

A irisina é uma proteína constituída por 112 aminoácidos, sendo um produto de 

clivagem da proteína transmembrana fibronectina tipo III do domínio 5 (FNDC5), regulada 

pelo receptores ativados por proliferadores de peroxissoma tipo gama (PPARγ), estimulado 

pelo coactivator 1-alfa de PPARγ (PGC1-α) (YANG et al, 2023; KAWAO et al, 2022). Alguns 
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estudos foram desenvolvidos para tentar esclarecer os efeitos da irisina na LRA. ZHANG et al 

(2020), utilizaram um modelo de camundongo C57BL/6 de isquemia/reperfusão para avaliar o 

efeito da irisina no curso da LRA, constatando que a suplementação com irisina atenuou a lesão 

renal induzida, demonstrando redução nos níveis de creatinina sérica e nitrogênio úrico no 

sangue. O estudo ainda destacou que o pré-tratamento com irisina melhorou a apoptose celular 

induzida por hipóxia/recuperação, enquanto a transfecção de siRNA de proteína desacopladora 

2 (UCP2) apresentou redução significativa do efeito protetor da irisina nas células após 

hipóxia/recuperação. O estudo observou que o efeito renoprotetor da irisina na LRA pode ser 

mediado por um aumento da expressão de UCP2 nos rins na isquemia/reperfusão. 

Liu et al (2020), desenvolveram um estudo com o objetivo de elucidar o papel da irisina 

na lesão de isquemia renal aguda, observando que o precursor da irisina (FNDC5) foi induzido 

em túbulos renais e em células tubulares proximais renais de camundongos cultivadas e 

submetidas a lesão por depleção de ATP. O estudo constatou que as células tubulares renais 

produzem irisina e que a sua indução na lesão renal aguda é uma resposta protetora. 

A irisina também foi associada com a promoção da síntese de glicogênio hepático e 

inibição de gliconeogênese hepática na manutenção da homeostase de glicose (Canivet et al, 

2020), atuante no sistema nervoso melhorando funções de cognição, aprendizagem e memória, 

manutenção da homeostase músculo-esquelética, ao se ligar a integrina αVβ5 (Colaianni et al, 

2017) e também redução do risco de doenças cardiovasculares e cancro (Li et al, 2021). 

Wei et al (2022), avaliaram o pós-tratamento com irisina em lesão renal aguda associada 

a sepse ferroptose provocada pela peroxidação lipídica dependente de ferro, demonstrando que 

a irisina poderia restringir a ferroptose, além de aliviar a lesão renal aguda associada a sepse 

por meio de ativação da via de sinalização SIRT1/Nrf2. O estudo constatou que a irisina inibiu 

o nível de ferroptose e promoveu melhorias na lesão renal em camundongos CLP, apresentando 

o possível papel renoprotetor da irisina contra a LRA associada a sepse através de resistência 

ferroptótica através de ativação da via de sinalização SIRT1/Nrf2. 

A irisina apresenta um alto potencial terapêutico, porém seus efeitos renoprotetores 

imediatos contra lesões renais ainda não foram aprofundados. Tendo em vista a importância da 

mecanismos preventivos de lesões renais principalmente para indivíduos que necessitam de 

intervenções cirúrgicas, o presente estudo tem por objetivo avaliar o papel renoprotetor agudo 

da irisina contra lesões derivadas de isquemia e reperfusão renal bilateral. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

 

Avaliar o papel da irisina na renoproteção contra lesões derivadas de isquemia e 

reperfusão renal bilateral. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Avaliar a parâmetros metabólicos e função renal; 

b) Avaliar a morfologia renal e escore de lesão renal;  

c) Avaliar a inflamação tecidual através da expressão de citocinas no tecido renal. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Modelo animal 

 

 

Foram utilizados Ratos Wistar machos com peso entre 250-300g. Os animais foram 

instalados em ciclo claro/escuro de 12:12h, em temperatura de 23 ± 2°C com livre acesso a 

água e ração padrão paletizada AIN-93 Nuvilab®. Os animais foram divididos em 4 grupos 

experimentais (n=6).  

Este estudo foi submetido e aprovado Comissão de Ética para o Cuidado e Uso de 

Animais Experimentais (CEUA) da UERJ, registrado com o nº 039/2022. 

 

 

3.2 Grupos experimentais  

 

 

Nesta seção encontra-se o detalhamento dos 4 grupos experimentais delineados para a 

análise comparativa proposta nesta dissertação: 

 

 Grupo 1: grupo falso operado (SHAM): 

  Os animais receberam 100µl de solução salina através da veia jugular interna. Trinta 

minutos após, houve a incisão nos flancos e os pedículos renais foram manuseados, porém sem 

o clampeamento dos mesmos. As incisões foram suturadas após 1 hora. 

 Grupo 2: grupo falso operado + 10nM de Irisina (SHAM+IRI): 

Os animais receberam 10 nM de Irisina (Phoenix Pharmaceuticals, #067-29A) diluído em 

100µl de solução salina através da veia jugular interna. Trinta minutos após, houve a incisão 

nos flancos e os pedículos renais foram manuseados, também sem o clampeamento dos 

mesmos. As incisões foram suturadas após 1 hora. 

 Grupo 3: grupo isquemia e reperfusão (I/R): 

Os animais recebram 100µl de solução salina através da jugular interna. Trinta minutos 

após, houve a incisão nos flancos e os pedículos renais foram clampeados com clamp não 

traumático com 30g de força (Roca Instrumental®, São Paulo, Brasil) por 1 hora. Após a 

retirada dos clamps foi realizada a sutura das incisões. 
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 Grupo 4: grupo isquemia e reperfusão + 10nM de Irisina (I/R+IRI).  

Os animais receberam 10 nM de Irisina (Phoenix Pharmaceuticals, #067-29A) em 100µl de 

solução salina através da jugular interna. Trinta minutos após, houve a incisão nos flancos e os 

pedículos renais foram clampeados com clamp não traumático com 30g de força (Roca 

Instrumental®, São Paulo, Brasil) por 1 hora. Após a retiradas dos clamps foi realizada a sutura 

das incisões. 

 

 

3.3 Indução de I/R renal bilateral 

 

 

Para a realização da cirurgia de isquemia e reperfusão renal bilateral, foi utilizado um 

mix anestésico de 75mg/kg de Cetamina (Syntec do Brasil ltda, São Paulo, Brasil) e 10 mg/Kg 

de Xilasina (Syntec do Brasil ltda, São Paulo, Brasil). Posteriormente, os animais foram 

posicionados em decúbito lateral para a preparação da cirurgia para indução da isquemia. Houve 

a incisão da parede dorsal (flancos) para acesso ao rim direito e esquerdo, para melhor 

visualização artéria e veia renal e o tecido adiposo dos rins de cada animal foram dissecados. 

 Foram utilizados clamps vasculares não traumáticos com força de 30g (Roca 

Instrumental®, São Paulo, Brasil) em grupos específicos, como descrito previamente. Após, 

cada animal foi suturado e mantidos em gaiola até a recuperação da consciência. Por 

conseguinte, foram transferidos para gaiola metabólica, onde permaneceram 24 horas para 

obtenção das amostras de urina. Através da gaiola metabólica, foi possível analisar as variações 

peso de cada animal, a quantidade de água e ração ingeridos e o volume total de urina em um 

período de 24 horas, o qual foi utilizado para o cálculo de fluxo urinário.  

 

 

3.4 Eutanásia e coleta do material biológico 

  

 

Após as 24 horas em gaiola metabólica, os animais foram cuidadosamente retirados, 

pesados e anestesiados. O peso do animal, volume de urina e a quantidade de ração e água 

foram registrados e a urina foi coletada e armazenada imediatamente a 4ºC para serem 

centrifugados após a eutanásia do animal. Após a anestesia, o animal foi posicionado em 

decúbito dorsal e foi realizado uma laparotomia para acesso a veia cava inferior. Foi coletado 
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2ml de sangue em tubo EDTA 0,1M, o sangue foi encaminhado para a centrifugação e 

separação do plasma, utilizado para a análise. 

  Em sequência, foi realizado o deslocamento cervical dos animais e perfusão cardíaca de 

20ml de solução salina 0,9% pelo ventrículo esquerdo. Os rins foram excisados e pesados 

individualmente após remoção da cápsula renal. O rim direito foi cortado longitudinalmente e 

imergido em formaldeído tamponado 10% para posteriores avaliações de histologia. O rim 

esquerdo foi cortado transversalmente e armazenado em temperatura -80º para análises de 

biologia molecular.  

 Com o valor do peso dos rins foi calculado o índice renal para cada animal, através da 

seguinte equação: 

 

Índice renal = peso do rim direito (g) + peso do rim esquedo (g) / peso corpóreo (g) 

 

 

3.5 Parâmetros de função renal  

 

 

O fluxo urinário (FU) foi obtido através da razão de volume urinário em mililitros (ml) 

e tempo de permanência na gaiola metabólica (minutos).  A dosagem de creatinina urinária e 

plasmática foi feita utilizando o Kit CREATININA PP (Gold Analisa®) de acordo com o 

protocolo do fabricante. A uréia plasmática foi dosada com o Kit URÉIA (Gold Analisa®), de 

acordo com o protocolo do fabricante. O clearence de creatinina foi utilizado para medir a Taxa 

de Filtração Glomerular (TFG), de acordo com a seguinte equação: 

 

TFG = FU (ml/min) x creatinina urinária (mg/dL) / creatina plasmática (mg/dL) 

 

 

3.6 Extração e quantificação de proteína do tecido renal  

 

 

Foram pesados 50 µg do tecido do rim esquerdo e adicionado 500µl de tampão RIPA 

(Bio-Rad®) com inibidor de protease (Thermo Scientific, USA, #A32953). Cada amostra foi 

processada com duas beads de aço inoxidável de 5mm (Qiagen, USA) em sonicador a 50Hz 

por 1 minuto. 
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Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 600xg, a 4ºC por 5 minutos. O 

sobrenadante foi centrifugado novamente a 300xg, a 4ºC por 10 minutos. O sobrenadante foi 

armazenado a -80ºC.  

Para a quantificação de proteína total, foi utilizado o Kit Pierce™ BCA Protein Assay 

Kit (Thermo Scientific, USA, #23225), de acordo com o protocolo do fabricante. 

 

 

3.7 Western Blotting  

 

 

Para a imunodetecção, 50 µg de proteínas das amostras dos tecidos renais esquerdos 

foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE). As proteínas 

foram transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) e foi realizado o 

bloqueio da membrana utilizando leite em pó Molico desnatado 5%, diluído em tampão salino 

de Tris (TBS).  

Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpos específicos para a detecção de 

IL-6, IL1-β, NOX4 e Vinculina. Para a normalização dos dados, controle de qualidade e 

comparação de dados, foi utilizado a Vinculina como controle interno. A imunodetecção das 

bandas foi realizada através da quimioiluminescência por sistema ECL (BIO-RAD®) em 

sistema de aquisição de imagens ChemiDoc XRS (BIO-RAD®). A densitometria das bandas 

foi realizada através do programa Image J para Windows e utilizada para o cálculo de expressão 

proteica relativa de IL-6, IL1-β NOX4 em relação ao controle interno. 

 

 

3.8 PCR em tempo real 

 

 

Foram utilizados primers específicos para VEGF, PGC1-α, eNos, HIF-1α e TNF-α. A 

extração de mRNA foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante (Qiagen, USA). 1 mg 

de mRNA foi utilizado para confecção de cDNA de acordo com o protocolo do fabricante 

(Applied Biosystems, USA). O PCR foi realizado com utilização de SybrGreen como sonda no 

sistema 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, USA). 
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3.9 Histopatologia  

 

 

A técnica da utilização de microscopia de luz foi implantada para a visualização do 

tecido do rim direito de cada animal. As amostras armazenadas em formaldeído foram 

processadas e emblocadas em cortes de 5mm de espessura e encaminhadas para a coloração. 

Foram utilizados hematoxilina-eosina (H&E) e ácido periódico de Schiff (PAS). Após, em 

objetiva de 40x foram capturadas 15 fotomicrografias do parênquima renal. 

Os aspectos de lesão foram obtidos pela média da soma dos parâmetros morfológicos para 

a região córtico-medular renal e região cortical, quando houver: 1- ausência de borda em 

escova; 2- vacuolização citoplasmática; 3- descamação de células tubulares; 4- dilatação 

tubular; 5- expansão do interstício; 6- cilindros hialinos; 7- gotículas de reabsorção de proteínas; 

8- hemorragia intratubular  Estes aspectos foram caracterizados com score de 0 a 4 de acordo 

com a extensão da lesão da superfície renal, sendo esta: 0 (ausência), 1 = 1% a 24% de superfície 

renal acometida, 2 = 25%-49%, de superfície renal acometida, 3 = 50% a 74% de superfície 

renal acometida e 4 -= 75% a 100%. 

 

 

3.10 Análise estatística 

 

 

A estatística descritiva foi expressa como média (M) ± desvio padrão (SD). Em seguida, 

para tomada de decisão inferencial, a normalidade dos dados foram analisadas pelo teste de 

Shapiro-Wilk. Desta forma, a comparação entre as médias para os parâmetros analisados foram 

realizados através da análise de variância de uma entrada (One Way ANOVA) e, o post-hoc de 

Tukey foi utilizado para identificar diferenças significativas espacíficas entre as médias dos 

grupos experimentais. Todas as análises estatísticas foram realizadas através do software 

GraphPad Prism 8.0 e o nível de significância foi considerada quando p <0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Parâmetros metabólicos 

 

 

Os animais foram pesados anteriormente à cirurgia e mantidos em gaiola metabólica. 

Após 24 horas eles foram novamente pesados e foi calculada a variação de peso corpóreo em 

no período (Figura 6A). Também foram realizadas a mensuração de volume urinário e de 

ingestão de ração e de água neste período (Figura 6B, C e D). Não houve diferença significativa 

entre os grupos nestes parâmetros analisados.   

 

Figura 6 - Parâmetros metabólicos após 24 horas em gaiola metabólica 
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Legenda: A: variação de peso corpóreo. Em B: ração ingerida. Em C: água ingerida. Em D: fluxo urinário. 
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4.2 Função renal 

 

 

Foi possível observar um aumento do índice renal do grupo com I/R em relação aos 

grupos SHAM e SHAM+IRI e sua normalização com o pré-tratamento com irisina (Figura 7A).  

A concentração plasmática de uréia nos animais do grupo I/R aumentou em relação aos 

grupos SHAM e SHAM+IRI. Todavia, os animais que receberam a aplicação da irisina antes 

da I/R (I/R+IRI), obtiveram os valores de uréia plasmática reduzidos quando comparados ao 

grupo isquemia (I/R), porém não foram normalizados quando comparados aos grupos  SHAM 

e SHAM+IRI (Figura 7B). 

Apesar de não haver diferença significativa na concentração plasmática de creatinina 

entre os grupos, os animais do grupo I/R apresentaram uma menor TFG quando comparados 

aos animais dos grupos SHAM e SHAM+IRI. O grupo I/R+IRI tiveram a TFG normalizada em 

relação ao grupo SHAM (Figura 7C e D). 

 

Figura 7 - Função renal após 24 horas em gaiola metabólica 
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Legenda: A: índice renal. bem: concentração de ureia plasmática. Em C: concentração de creatinina plasmática.  Em 

D: taxa de filtração glomerular. * difere do SHAM (* p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001); # difere do SHAM+IRI 

(# p<0,05; ### p<0,001; #### p<0,0001); @ difere do I/R (@ p<0,05; @@ p<0,01).       
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4.3 Expressão proteica renal 

 

 

Dentre as principais citocinas envolvidas no desenvolvimento e na progressão das lesões 

renais agudas estão o IL-6, IL1 β, NOX4 e HIF-1α. Não houve diferenças significativas na 

expressão renal destas citocinas nos animais isquemiados, bem como a resposta após a 

administração da irisina (Figura 8). 
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Legenda:  A: expressão de IL-6. Em B: expressão de IL-1β. Em C: expressão de NOX4.  Em D: expressão de HIF-

1α. p>0,05. 
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4.4 Acúmulo de mRNA 

 

Foi observada uma redução no acúmulo de mRNA de VEGF e PGC1-α nos animais 

do grupo I/R e I/R+IRI em relação aos grupos SHAM e SHAM+IRI (Figura 10 A e B) e uma 

redução no acúmulo de mRNA de HIF-1α nos animais do grupo I/R e I/R+IRI em relação ao 

grupo SHAM (Figura 10E). 

Não houve diferença significativa no acúmulo de mRNA de eNOS e TNF-α entre os 

grupos (Figura 10 C e D). 

Figura 9 - Acúmulo de mRNA 
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Legenda:  A: Acúmulo de mRNA de VEGF. Em B: Acúmulo de mRNA de PGC1-α. Em C: Acúmulo de mRNA 

de eNOS. Em D: Acúmulo de mRNA de TNF-α. Em E: Acúmulo de mRNA de HIF-1α. * difere do 

SHAM (** p<0,01; **** p<0,0001); # difere do SHAM+IRI (# p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001). 
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4.5 Alterações morfológicas 

 

 

O grupo I/R possui um alto grau de escore de lesão renal quando comparado aos 

grupos SHAM e SHAM+IRI. Os animais do grupo I/R+IRI não apresentaram valores 

equivalentes a normalidade, porém houve preservação tecidual quando comparados aos 

animais I/R (Figura 9). 

 

Figura 10 - Alterações morfológicas renais em objetiva de 40x 

          

 

 
Legenda: A: fotomicrografia representativa de ausência de lesão tubular renal do grupo SHAM. Em B: 

fotomicrografia representativa de ausência de lesão tubular com melhora do aspecto morfológico e 

delimitação de membrana basal (MB) do grupo SHAM+IRI. Em C: fotomicrografia representativa do 

grupo I/R onde (VC) vacuolização citoplasmática, (H) hialinose, (CH) cilindro hialino, (DT) dilatação 
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tubular, (HI) hemorragia intratubular, (DC) descamação celular e (ABE) ausência de borda em escova. 

Em D: fotomicrografia representativa do grupo I/R+IRI, onde há melhora dos aspectos histológicos e 

preservação estrutural tubular. Em E: representação gráfica do escore de lesão renal tubular. * difere do 

SHAM (**** p<0,0001); # difere do SHAM+IRI (### p<0,001; #### p<0,0001); @ difere do I/R 

(@@@@ p<0,01). 
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5 DISCUSSÃO   

 

 

A progressão da LRA é a maior causadora do custo em saúde devido ao aumento das 

internações em UTI e mortalidade no mundo (CHERTOW, 2005). A progressão rápida da 

doença pode gerar perdas da função renal mediada por processos inflamatórios teciduais, 

apoptose e degeneração do tecido renal (FONDEVILA et al, 2003). A degeneração do tecido 

renal causa a DRC, doença que resulta na necessidade de hemodiálise e/ou perda do órgão. 

Tendo em vista as Terapias de Substituição Renal, tratamentos alternativos são fundamentais 

para a minimização das consequências da isquemia e reperfusão renal. 

Procedimentos cirúrgicos como a indução da isquemia e reperfusão são capazes de 

modular hormônios atuantes na redução do apetite, como a grelina, produzida em menores 

quantidades no sistema nervoso central, placenta, coração e rins (KOJIMA ET AL, 1999; 

JOSODA ET AL, 2000, ROSICKA, 2003). Assim como no estudo de KOJIMA et al, 1999, 

JASODA ET AL, 2000 e ROSICKA, 2003, após a mensuração de alimento e água ingerida, foi 

possível constatar a redução do apetite e sede dos animais e consequentemente a severa perda 

de peso. Porém, quando comparada a perda de peso de todos os grupos, não houve diferença 

estatística.  

A I/R gera consequências nos rins na fase isquêmica e na fase reperfusional. Na fase 

isquêmica gera cascata inflamatória, incluindo espécies reativas de oxigênio e agregação e 

adesão de células de defesa como leucócitos (JANG, RABB, 2009; SHARFUDDIN, 

MOLITORIS, 2011) e na fase de reperfusão gera radicais livres de oxigênio que originam 

peroxidação lipídica na membrana basal. O dano oxidativo das proteínas e mutação gênica do 

DNA, são contribuintes para a apoptose celular (KEHRER, 1993).  

Uma das principais consequências da morte celular na I/R é a redução do fluxo urinário 

renal. Entretanto, os grupos experimentais I/R tiveram o fluxo urinário aumentado. A hipótese 

para este achado, está relacionado à natriurese, processo pelo qual é induzido mecanismos 

compensatórios para eliminação de metabólitos do organismo (AMARAL & SPOSITO, 2006; 

KURTZ ET AL, 2016, PAULA & COSTA, 2010). Logo, o objetivo principal da diurese nestes 

grupos específicos é a busca pela resposta de equilíbrio hidroeletrolítico e acidobásico. Animais 

tratados tiveram valores normalizados quando comparados ao grupo controle SHAM.  

O índice renal na I/R representa um importante dado para compreensão das LRAs, que 

representam uma grave ameaça a vida. O mecanismo oxidativo normal das mitocôndrias é 

essencial para garantir produção e transporte de glicose, danos oxidativos resultam em 
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distúrbios na glicólise ou gliconeogênese renal, sendo a glicólise o mecanismo mais afetado 

(WEI et al., 2014; LEGOUIS et al., 2020; SCANTLEBERY et al., 2021).  O aumento do índice 

renal em animais isquemiados pode sugerir disfunções mitocondriais como processos 

hipertróficos, hiperplásicos ou edema tecidual, aumentando a relação da massa renal em relação 

ao peso corpóreo. A administração da irisina representou um dado estatístico importante, uma 

vez que contribuiu para a preservação estrutural renal, melhorando o índice renal de animais 

tratados, sugerindo aumento das taxas de filtração glomerular.  

A TFG é um importante parâmetro de prognóstico de DRC. Na I/R a redução da TFG 

resulta no acúmulo de componentes nitrogenados como a ureia e a creatinina. A redução da 

capacidade de concentrar ou diluir urina e desequilíbrio acidobásico resulta no acúmulo de 

líquidos formadores de edema (MENK et al, 2014; HARRIS et al, 2015). No presente estudo, 

animais controle (SHAM) possuem suas concentrações de creatinina e ureia reduzidas quando 

comparadas aos demais grupos. Logo, a TFG deste grupo se encontra aumentada e os rins 

funcionam normalmente. Entretanto, animais I/R que tiveram suas concentrações plasmáticas 

de creatinina e ureia aumentada quando comparada aos demais grupos, validaram a diminuição 

da capacidade de filtração glomerular indicando danos renais. Ambos resultados corroboram 

com estudos anteriores voltados para a LRA em protocolo de isquemia e reperfusão renal. 

Animais tratados não tiveram suas concentrações plasmáticas de creatinina normalizadas 

quando comparados ao grupo SHAM e não foi observada diferença estatística entre os grupos 

avaliados. Em contrapartida, houve a diminuição da uréia plasmática, o que normalizou as taxas 

de filtração glomerular dos grupos I/R+IRI quando comparados ao SHAM. Logo, a irisina foi 

capaz de reverter o dano funcional na I/R.  

Na tentativa de reparo ou recuperação completa o rim pode sofrer reparo mal adaptativo 

caracterizado por reprogramação metabólica gerando na maior dependência de glicólise. 

Devido a efeitos conflitantes nas células, o mau adaptativo pode promover ainda mais disfunção 

mitocondrial (YANG et al., 2023). O processo de degeneração celular é iniciado a partir do 

desencadeamento da hipóxia celular mediado pela oclusão da artéria renal. 

A hipóxia tecidual é causada pelo comprometimento da oferta do oxigênio no órgão. 

Consequentemente, há aumento de Fator Induzível por Hipóxia (HIF1-α) (LI, 2020) e maior 

estímulo de angiogênese mediada pelo fator de crescimento endotelial (VEGF) (KANELLIS et 

al., 2002). A implicação da falta de oxigênio intracelular propicia a inflamação. Entre as 

principais citocinas inflamatórias reconhecidas em lesões renais agudas está a IL-1 e a IL-6. A 

IL-1 é uma citocina de família α e β que possui papel chave nas respostas de fase aguda das 
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Lesões Renais Agudas, aumentando a expressão de moléculas de adesão e células inflamatórias 

(SIMS & SMITH, 2010; VORONOV et al, 2014). A IL-6 tem a função promotora de 

diferenciação e recrutamento de leucócitos, além de proteína C no fígado em resposta a fase 

aguda ou crônica da inflamação (STENVINKEL, 2005).  

A perda de enzimas mitocondriais resultante da hipóxia tecidual está diretamente 

relacionada ao aumento dos níveis da NADPH oxidase 4 (NOX 4) que desempenha papel 

decisivo na modulação do estresse oxidativo e está relacionada a diversas doenças renais. O 

aumento do estresse oxidativo contribui para o aumento de espécies reativas de oxigênio 

(EROS) resultando em dano celular (LI et al.,2023)  

No presente trabalho, não houve diferença significativa na análise das quantidades de 

HIF, IL-1β e IL-6 e HIF1-α. Isto pode ter ocorrido pela modulação do controle interno utilizado 

(Vinculina), sendo uma limitação do estudo. Estudos apontam que em células cardíacas, a 

vinculina é localizada em 3 compartimentos celulares: citosol, membrana celular/nuclear e 

citoesqueleto (ARMSTRONG, 2001). No rim a Vinculina é presente na membrana basal das 

células glomerulares (podócitos) e se ligam por meio de recrutamento da proteína Talina e sítios 

de ligação. A Vinculina é responsável pelas adesões focais de proteínas estruturais, permitindo 

a interação com a actina, a α-actinina, Arp2/3, e paxilina. Consequentemente a Vinculina 

propicia força estrutural de podócitos modulando a resposta a inflamação de forma positiva. 

(LENNON et al., 2014).  

A análise de acúmulo de mRNA permite uma avaliação mais precisa da resposta 

inflamatória mais precisa. Portanto, foi possível identificar que animais isquemiados tiveram 

suas concentrações de VEGF, PGC1-α e HIF1-α reduzidos quando comparados aos demais 

grupos. A resposta mediante a inflamação é mediada pelo mecanismo de permeabilidade 

vascular, quimiotática de monócitos e angiogênese mediado pelo VEGF. Na I/R as 

concentrações de VEGF não se encontram reduzidas, e estando aumentadas somente nos 

receptores específicos VGFR-1 e VEGFR-2 que estimulam a resposta antiapoptótica, biogênese 

mitocondrial e mitofagia. (KANELLIS et al., 2002). Consequentemente, o VEGF é responsável 

por estímular a resposta do PGC1- α que secreta a irisina através da clivagem do FNDC5 

(KANELLIS et al., 2002; ZHANG et al., 2020). O VEGF também é responsável pelo estímulo 

de HIF1- α em períodos de isquemia, melhorando lesões e funções renais e imunológicas. Com 

isto, há aumento de resposta inflamatórias e proteínas mediadoras do apoptose (KANELLIS et 

al., 2002; LYNCH et al., 2018), como o TNF- α.  
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O TNF-α é secretado por macrófagos, linfócitos e monócitos e o mecanismo fisiológico 

irá depender da via pela qual este fator atua. Ao se em receptores TNF-R2, o O TNF-α 

desencadeará mecanismos apoptóticos celulares, promovendo resposta imune através do 

recrutamento de células de defesa como monócitos e neutrófilos. Quando secretado em baixas 

concentrações, O TNF-α atua em células endoteliais promovendo vasodilatação e secretando 

quimiocinas de ação quimiotática promovendo combate a processos infecciosos nos locais 

inflamados (WANG et al, 2020; VITALE et al, 2007). Desta forma, o O TNF-α é uma 

importante citocina a ser estudada na DRC. No presente estudo, animais tratados com irisina 

obtiveram alto acúmulo de TNF-α quando comparados aos demais grupos, principalmente 

quando comparado aos animais controle. Animais tratados com a irisina também tiveram o 

aumento das concentrações de VEGF, PGC1-α e HIF1-α o que provocou a melhora aspecto das 

funções e lesões renais comprovado por histologia. 

O condicionamento pré-isquêmico é um item chave para o papel renoprotetor. Este 

papel é mediado pela presença de óxido nítrico sintase endotelial. Esta citocina é responsável 

pela prevenção da lesão vascular através da preservação das capacidades funcionais do 

endotélio vascular (eNOS) (YAMASOWA, 2005). Apesar de não haver diferenças 

significativas após a análise de mRNA de eNOS em grupos I/R+IRI, as lesões por isquemia e 

reperfusão foram claramente atenuadas.  

A fotomicrografia do parênquima renal evidencia o papel renoprotetor da irisina em 

diferentes grupos. Animais SHAM e SHAM+IRI possuem ausência de lesões renais. Animais 

SHAM+IRI por sua vez apresentaram melhora morfológica da delimitação da MB. Em 

contraproposta aos animais controle, animais I/R possuem alto grau de lesão, com maior 

gravidade. A isquemia e subsequente reperfusão propiciaram vacuolizações citoplasmáticas, 

hialinose, presença de cilindros hialinos, dilatações intratubulares, hemorragias tubulares, 

descamações celulares e ausências de bordas em escova. Estas degenerações subsequentes 

possuem um alto grau de impacto no órgão, originando a falência renal na DRC. Animais 

tratados com a dose de 10nM de irisina reduziram pela metade o Escore de Lesão Renal. Logo, 

houve uma maior preservação da função e tecido renal. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Podemos concluir que a suplementação de irisina 10 nM em ratos Wistar atenuou as 

lesões renais, porém não foi capaz de normalizar todas as alterações observadas. A irisina foi 

capaz de melhorar a função renal, reduzindo o índice renal de animais isquemiados e as 

concentrações de ureia plasmática. Isto resultou no aumento das taxas de filtração glomerular 

e redução do Escore de Lesão Renal em animais submetidos a isquemia e reperfusão bilateral. 

Através da terapêutica foi possível constatar que fármaco melhorou a estrutura renal através da 

preservação tecidual.  

Não conseguimos precisar por análise proteica ou análise de mRNA uma possível via 

pela qual a irisina proporciona a melhora observada na função e morfologia dos rins, que parece 

ser independente de HIF-1α, VEGF e PGC1-α. Uma das possíveis hipóteses para os resultados 

encontrados seria a dose utilizada de irisina, que pode ter sido insuficiente para sobrepor os 

efeitos nocivos da lesão por isquemia e reperfusão. Doses maiores de irisina podem ser testadas 

futuramente para uma melhor função terapêutica contra as lesões renais agudas. 
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