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RESUMO

PEREIRA, Priscila Gomes. Efeitos da administragdo do Alisquireno em rins de ratos com
hipertensao renovascular. 2018. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A hipertensao arterial sistémica ¢ uma condicao clinica multifatorial caracterizada por
niveis elevados persistentes da pressdo arterial, sendo uma das principais causas de 6bito no
mundo. A hipertensdo arterial pode ser primaria ou secundaria. A hipertensdo renovascular
representa uma das causas mais comuns de hipertensdo secundaria e seu progresso estd
associado a isquemia do rim, que leva a superativacdo do sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA), culminando no aumento da liberacdo de renina e, consequentemente,
dos niveis de angiotensina II. Esse aumento pprovoca alteragdes sist€émicas, como o aumento
do volume sanguineo, vasoconstri¢do, ativagdo do sistema nervoso simpatico e reten¢ao de
sodio e 4agua, resultando na elevagcdo da pressdo arterial. Além das alteragdes sistémicas,
ocorrem alteragdes locais, como o estresse oxidativo, infiltragdo de macrofagos, liberagao de
citocinas pro-inflamatorias, disfungdo e fibrose tecidual no rim. O bloqueio do SRAA reduz a
pressdo arterial e retarda a progressao da doenga renal. O Alisquireno ¢ um farmaco inibidor
da renina que otimiza a supressdo do SRAA. Neste sentido, o presente trabalho teve como
objetivo analisar a morfofisiologia do rim esquerdo de ratos Wistar machos com hipertensao
renovascular apds o tratamento com Alisquireno. A fim de induzir a hipertensdo, os animais
foram submetidos a procedimento cirtrgico de acordo com o modelo experimental 2 Rins-1
Clipe de Goldblatt, provocando estenose da artéria renal esquerda. Foram analisados
parametros inerentes a pressdo arterial sistolica, niveis plasmaticos e urindrios de creatinina,
ureia, fosforo, albumina e proteinas, estrutura e ultraestrutura do cértex renal, além de fibrose,
inflamacao e atividade de metaloproteinases no tecido renal. Nossos resultados evidenciaram
que os animais hipertensos tratados com Alisquireno apresentaram redugdo da pressao arterial
e restabelecimento da fun¢do renal com diminuicdo dos niveis de creatinina plasmatica e
proteinas urinarias. Além disso, foi observado um remodelamento das alteragdes morfoldgicas
impostas pela hipertensdo renovascular através da diminuicdo de fibrose e expressdo de
renina, laminina e citocinas pré-inflamatorias, como o TNF-a, TGF- e IL-6, bem como a
restauracdo da integridade da barreira de filtragdo glomerular. Portanto, nossos achados
sugerem que o tratamento com Alisquireno possui efeito renoprotetor, atuando na melhora da
morfologia, fisiologia e patologia do cortex renal de animais com hipertensdo renovascular.

Palavras-chave: Hipertensdo. Sistema renina angiotensina aldosterona. Rim. Alisquireno.



ABSTRACT

PEREIRA, Priscila Gomes. Effects of Aliskiren administration on kidney of rats with
renovascular hypertension. 2018. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Systemic arterial hypertension is a multifactorial clinical condition characterized by
persistent elevated blood pressure levels, which is one of the main causes of death in the
world. Hypertension may be primary or secondary. Renovascular hypertension represents one
of the most common causes of secondary hypertension and its progress is associated with
ischemia of the kidney, leads to the overactivation of the renin angiotensin aldosterone system
(RAAS), culminating in an increase of renin release and, consequently, angiotensin Il levels,
which causes systemic changes such as increased blood volume, vasoconstriction, activation
of the sympathetic nervous system and retention of sodium and water, resulting in elevated
blood pressure. In addition to systemic alterations, local changes occur, such as oxidative
stress, macrophage infiltration, release of proinflammatory cytokines, dysfunction and tissue
fibrosis in the kidney. Blockage of RAAS reduces blood pressure and reduces the progression
of kidney disease. Aliskiren is a renin-inhibiting drug that optimizes RAAS suppression. In
this sense, the present work had as objective to analyze the morphophysiology of the left
kidney of male Wistar rats with renovascular hypertension after the treatment with Aliskiren.
In order to induce hypertension, the animals were submitted to surgical procedure according
to the experimental model 2 Kidney-1 Clip of Goldblatt, causing stenotic left renal artery. The
following parameters were analyzed: systolic blood pressure, plasma and urinary levels of
creatinine, urea, phosphorus, albumin and proteins, renal cortex structure and ultrastructure,
fibrosis and tissue inflammation and metalloproteinase activity. Thus, our results showed that
the hypertensive animals treated with Aliskiren presented lower blood pressure and
reestablishment of renal function with lower levels of plasma creatinine and urinary proteins.
In addition, remodeling of the morphological alterations imposed by renovascular
hypertension through the reduction of fibrosis and expression of renin, laminin and pro-
inflammatory cytokines, such as TNF-a, TGF-f and IL-6, as well as restoration of integrity of
the glomerular filtration barrier. Therefore, our findings suggest that the treatment with
Aliskiren has renoprotective effect acting on the improvement of the morphology, physiology
and pathology of the renal cortex of animals with renovascular hypertension.

Keywords: Hypertension. Renin angiotensin aldosterone system. Kidney. Aliskiren.
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INTRODUCAO

A hipertensao

A hipertensdo arterial sisttmica é uma condicdo clinica multifatorial caracterizada
por niveis elevados persistentes da pressdo arterial. A pressdo alta ocorre quando a
pressdo arterial sistolica ¢ igual ou maior a 140 mmHg (milimetros de mercurio) e diastélica €
igual ou maior que 90 mmHg. Associa-se, frequentemente, as alteracBes funcionais e/ou
estruturais dos o6rgdos-alvo, como, por exemplo, no coracdo, encéfalo, rins e vasos
sanguineos; e também as alteracbes metabdlicas, que aumentam o risco de disfuncGes
cardiovasculares fatais e ndo fatais (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010). As principais
consequéncias da hipertensdo sdo infarto do miocérdio, insuficiéncia cardiaca, acidente
vascular cerebral e a doenca renal cronica terminal, levando a uma reducdo da expectativa e
da qualidade de vida dos individuos (Duncan, Schmidt, Giugliani, 2006; Pullalarevu, Akbar,
Teehan, 2014).

A taxa de morte por hipertensdo aumentou 13,2% em mais de 190 paises pesquisados
no periodo entre 2001 a 2011. O Brasil figura no sexto lugar entre os paises com a mais alta
taxa de morte por doencas cardiacas, infartos e hipertensdo arterial, entre homens e mulheres
de 35 a 74 anos. O mesmo estudo mostrou, ainda, que a doenca arterial é a principal causa de
morte em todo o mundo, com 17,3 milhdes por ano, e que se espera para 2030 mais de 23,6
milhdes. Segundo a pesquisa, em 2025 havera 1,6 bilhdo de pacientes no mundo. A
hipertensdo arterial é responsavel por 10% de todo o custo global de salde, com o gasto
estimado em US$ 370 bilhdes de dolares por ano. Diante disto, constata-se que a hipertensdo
¢ um importante problema de saude publica, pois apresenta custos medicos e
socioeconémicos elevados (Mozaffarian et al., 2015; Pimenta & Oparil, 2010; Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 2010) (Figura 1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mozaffarian%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25520374
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Figura 1 - Distribuicdo mundial da hipertenséo arterial

l“,

Classificacao dos paises (prevaléncia em %)

Legenda: Distribuicdo mundial da hipertensdo arterial em pacientes com idade superior a 18 anos por pais.
Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial de Salde, 2015.

Apesar dos esforcos para desvendar os mecanismos envolvidos na patogénese da
hipertensao arterial primaria, na maioria dos casos (cerca de 95%) ndo é possivel precisar uma
condicdo médica ou doenca especifica e conhecida. Fatores genéticos, ma alimentacdo,
sedentarismo e obesidade sdo fatores envolvidos na hipertensdo. Em contrapartida, a
hipertensdo arterial secundaria se caracteriza pela existéncia de um fator desencadeador
conhecido, passivel ou ndo de correcdo. A doenca renovascular, doenca renal intrinseca,
hiperaldosteronismo primério e apnéia obstrutiva do sono representam as causas mais comuns

de hipertensdo secundaria (Pullalarevu, Akbar, Teehan, 2014).
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A hipertenséo renovascular

A hipertensdo renovascular (HR) é caracterizada pela reducédo parcial da pressao de
perfusdo renal, causada por uma lesdo estenética ou obstrutiva de uma ou ambas as artérias
renais, levando a um aumento da atividade do sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA) e prejudicando, assim, a excrecdo de sodio e agua (Ledingham, 1971). Sua
prevaléncia € estimada em 2% da populacdo de hipertensos. Entretanto, 7% dos pacientes
acima de 65 anos de idade apresentam HR e, em pacientes com doenca arterial coronariana ou
doenca aorto-iliaca, sua prevaléncia é de 50%. Além de ser uma das principais causas de
hipertensdo secundaria, a HR é uma importante causa de insuficiéncia renal, chamada de
nefropatia isquémica, sendo inclusive diagnosticada em pacientes em fase dialitica (Al-Suraih
& Grande, 2014; Praxedes, 2004). O grau de obstrucdo da artéria renal prevé a sobrevivéncia
dos pacientes, sendo que a taxa de sobreviventes ao longo de 4 anos para 0s pacientes que
apresentam ocluséo luminal <75% é de 89%, no entanto, nos pacientes com oclusdo luminal >
75% ¢é de apenas 57% (Al-Suraih & Grande, 2014).

A HR possui fisiopatologia intimamente relacionada ao SRAA, o qual é um
mecanismo fisiolégico bem conhecido de controle da pressdo arterial, uma vez que é um
importante regulador da homeostase eletrolitica renal (Navar et al., 1998).

A reducdo substancial da pressdo de perfusdo renal, provocada pela estenose da
artéria, resulta em aumento da liberacdo de renina pelas células justaglomerulares na arteriola
aferente do rim afetado. Este aumento dos niveis de renina, leva a ativacdo do SRAA e um
aumento gradual da presséo arterial sistémica, dos niveis de angiotensina Il (Angll) circulante
e de aldosterona, ocasionando lesdes renais e em 6rgdos alvo (Minuz et al., 2002). Os niveis
aumentados de Ang Il provocam disfunc¢des cardiovasculares e alteracdes sistémicas, como o
aumento do volume sanguineo, vasoconstricdo sistémica, ativacdo do sistema nervoso
simpatico e retencdo de sodio e &gua, resultando no aumento da pressdo arterial. Além das
alteracOes sistémicas, ocorrem alteracBes locais, como o estresse oxidativo, infiltracdo de
macrofagos, liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, disfuncdo e fibrose tecidual no rim.
(Chade et al., 2003; Matavelli et al., 2011; Nobuhiko et al., 2004; Nystrom et al., 2002;
Oliveira-Sales et al., 2014; Stouffer et al., 2010; Zhang et al., 2008). Além disso, niveis
sisttmicos elevados de marcadores inflamatorios estdo associados ao aumento do risco de

desenvolvimento da doenca renal cronica (DRC) em seres humanos (Shankar et al., 2011).
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Histologia e fisiologia renal

Os rins séo o0s Orgdos responsaveis pela manutencdo do volume e da composicao do
fluido extracelular de cada individuo dentro dos limites fisiol6gicos compativeis com a vida.
Eles desempenham suas funcGes através da filtracdo glomerular, reabsorcdo e secrecdo
tubular, levando a excrecéo das substancias indesejadas na urina. Além disso, os rins secretam
horménios, como a renina - que participa da regulacdo da pressdo arterial - e exercem
importante papel na regulacéo do equilibrio hidroeletrolitico, da osmolaridade e do equilibrio
acido-base. Os rins estdo localizados na parede da cavidade retroperitoneal e sdo constituidos
por uma capsula de tecido conjuntivo denso, pela zona cortical e medular. Cada rim possui
uma borda convexa e outra cdncava, na qual se situa uma regido denominada hilo, onde
passam a artéria e a veia renal, o suprimento nervoso e o ureter. O parénquima renal é
formado de duas regides principais: o cortex, contendo tdbulos e glomérulos, que constitui a
parte externa, e a medula, composta principalmente por tabulos, que constitui a parte interna.
Na regido medular, observam-se projecfes conicas denominadas piramides renais que se
projetam para a pelve renal, uma continuagdo da parte superior do ureter. A borda externa da
pelve é formada pelos calices maiores, que se dividem em célices menores e coletam a urina
proveniente dos tdbulos (Figura 1) (Aires, 2008; Guyton e Hall, 2006; Junqueira e Carneiro,
2013; Riella, 2003; Ross, 2016).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do rim
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Legenda: Representacdo esquematica do rim evidenciando em A: Estrutura macroscopica do rim; B: Destaque
da regido cortical e medular; C: Organizacdo com detalhes do cortex, medula e dos componentes do
néfron, tais como: corpusculo renal (composto pelo glomérulo e capsula de Bowman), tubulos
contorcidos proximal e distal e alga de Henle.

Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro, 2013.

A unidade funcional do rim é o néfron, formado pelo corpusculo renal, tabulo
proximal, alca de Henle, tabulo distal e uma porc¢do do ducto coletor. O primeiro segmento do
néfron, o corpasculo renal ou de Malpighi, é constituido por um tufo de capilares, o
glomérulo, que é envolvido pela capsula de Bowman (Figura 2). O glomérulo é um enovelado
capilar formado a partir de subdivisdes da arteriola aferente que, posteriormente, se unem
formando a arteriola eferente. Esses capilares sdo envolvidos pela capsula de Bowman, uma
estrutura que tem forma de calice, possuindo parede dupla entre as quais fica o espacgo de
Bowman, ocupado pelo filtrado glomerular. A parede externa da cépsula constitui o folheto
parietal, e é formada por epitélio simples pavimentoso, sendo responsavel pela manutencdo da

integridade da cépsula. A parede interna, o folheto visceral, é constituida pelos poddcitos,
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capazes de fazer endocitose e participar da sintese e manutencdo da membrana basal do
glomérulo. Os poddcitos estdo sobre a membrana basal e sdo formados pelo corpo celular, de
onde partem os prolongamentos primarios e a medida que se diferenciam, estendem os
mesmos ao redor dos capilares e desenvolvem inimeros prolongamentos secundarios
denominados pedicelos. Os pedicelos interdigitam-se com pedicelos de poddcitos vizinhos,
formando espacos alongados, as fendas de filtracdo, que permitem que o ultrafiltrado do
sangue entre na capsula de Bowman. Os capilares glomerulares s&o do tipo fenestrado e, entre
as células endoteliais e os podocitos, hda uma membrana basal (Figura 3). A associacdo dos
poddcitos, das células endoteliais glomerulares e da membrana basal glomerular forma a
barreira de filtragdo glomerular, uma barreira fisica semipermeével que filtra seletivamente
componentes do sangue com base no tamanho molecular e carga elétrica (Aires, 2008;
Junqueira e Carneiro, 2013; Riella, 2003; Ross, 2016). Sendo assim, danos aos poddcitos

podem resultar em proteindria e perda da funcéo renal.

Figura 3 - Representacdo esquematica da ultraestrutura do capilar glomerular e do folheto

visceral da capsula de Bowman
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Legenda: Evidéncia para os podocitos com seus prolongamentos primarios e secundarios, formando a fenda de
filtracdo. Tanto os prolongamentos dos poddcitos quanto o capilar fenestrado estdo apoiados na
membrana basal.

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2013.
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A membrana basal glomerular (MBG) é constituida pela lamina densa e laminas
raras interna e externa, contendo colageno do tipo 1V, sialoglicoproteinas e outras
glicoproteinas ndo colagenosas, como a laminina, bem como proteoglicanas e
glicosaminoglicanas, sobretudo o sulfato de heparana. As laminas raras contém fibronectina,
que estabelece ligacGes com as células. A l1amina densa é um feltro de colageno do tipo IV e
laminina, que juntos, constituem um filtro de macromoléculas, atuando como uma barreira
fisica. A MBG restringe 0 movimento de particulas, geralmente proteinas maiores do que
cerca de 70 KDa, como a albumina. Logo, a presenca de quantidades significativas dessa
proteina na urina indica dano fisico e/ ou funcional da MBG (Junqueira e Carneiro, 2013;
Ross, 2016).

Figura 4 - Diagrama simplificado da barreira de filtracdo glomerular
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filtragdo
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fenestrado

Legenda: Barreira de filtragdo glomerular evidenciando o podécito sobre a MBG e seus prolongamentos
secundarios, os pedicelos, se interdigitando e formando as fendas de filtracdo. Abaixo da MBG esta
esquematizado o capilar glomerular formado por células endoteliais fenestradas.

Fonte: Adaptado de Jaakko e Tryggvason, 2010.

Outro tipo celular presente nos glomérulos e intimamente associados &8 MBG séo as
células mesangiais, que produzem matriz mesangial extracelular fornecendo sustentacéo
estrutural aos poddcitos. Além disso, elas participam de mecanismos de fagocitose e da
modulacdo da filtracdo glomerular, regulando o fluxo sanguineo nos capilares glomerulares

através de suas propriedades musculares de contracdo e relaxamento. A célula mesangial
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também produz citocinas, agentes vasoativos, sintetiza e degrada vérias substancias do tufo
glomerular. Na matriz mesangial sdo encontrados glicosaminoglicanos sulfatados, laminina e
fibronectina (Jungueira e Carneiro, 2013; Riella, 2003; Ross, 2016).

O liquido filtrado presente na capsula de Bowman flui, em seguida, pelos diversos
segmentos tubulares, onde sofre processo de reabsorgéo e secrecdo seletiva de substancias, de
acordo com as necessidades de manutencdo da homeostase. O tubulo contorcido proximal, o
segundo segmento do néfron, é revestido por um epitélio cdbico simples com
microvilosidades, invaginacGes e diversas mitocondrias. O grande nimero de mitocondrias
permite que essas células participem de processos de reabsorcdo dependentes de energia, ou
seja, o transporte ativo de ions. O ultrafiltrado sai do corpusculo renal e entra no tubulo
contorcido proximal, onde ha absorcdo principalmente de agua e ions sédio e cloreto e
excrecdo de creatinina, ureia e outras substancias. Sendo assim, niveis elevados de creatinina
e ureia podem indicar risco de desenvolvimento e progressao de doencas renais (Aires, 2008;
Gorriz e Martinez-Castelao, 2012; Guyton & Hall, 2006).

O terceiro segmento do néfron, a alca de Henle, possui um segmento delgado
(epitéelio pavimentoso simples) e dois segmentos espessos (epitélio cubico simples), atuando
na reabsorcao de 4gua, no mecanismo de concentracdo da urina, na composi¢do de proteina na
urina, entre outros (Junqueira e Carneiro, 2013; Mount, 2014).

Apos passar pela alca de Henle, o ultrafiltrado segue para a porcao final do néfron, o
tubulo contorcido distal, formado por epitélio cubico simples e localizado entre a macula
densa e o ducto coletor. Diferentemente do tabulo contorcido proximal, o tabulo contorcido
distal ndo possui borda em escova e contém menor quantidade de mitocdndrias. Proximo as
arteriolas aferentes e eferentes, ha células colunares com polaridade invertida, denominadas
mécula densa. A macula densa é sensivel ao contetddo i6nico e ao volume de agua no fluido
tubular, promovendo, indiretamente, a liberacdo da enzima renina na circulacdo, ou seja, atua
nas células justaglomerulares. A macula densa, as células mesangiais extraglomerulares e as
células justaglomerulares constituem o aparelho justaglomerular (Junqueira e Carneiro, 2013;
Ross, 2016).

O aparelho justaglomerular regula a pressdo arterial por meio da ativagdo do SRAA.
Em disturbios patologicos, como a reducéo na perfusao renal, as células justaglomerulares séo
responsaveis por ativar o SRAA, importante na manutencdo da homeostase de sodio e na
hemodinamica renal. Os granulos das células justaglomerulares contém renina, uma enzima
sintetizada, armazenada e liberada na corrente sanguinea pelas células musculares lisas

modificadas. No sangue, a renina inicia a cascata de eventos do SRAA, culminando no
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aumento dos niveis de Ang Il e aldosterona, que age nos tubulos coletores aumentando a
absorcdo de cloreto de sodio e agua, elevando a pressdo arterial. Logo, um desequilibrio na
atividade do SRAA pode culminar no desenvolvimento de hipertensao e lesdes renais (RosS,
2016).

Modelo experimental de hipertensdo renovascular

Um dos modelos mais utilizados para o estudo da patogénese da HR foi proposto por
Goldblatt e colaboradores em 1934, quando demonstraram, experimentalmente, que a reducéao
do suprimento sanguineo renal ocasionava a elevacdo da pressao arterial em cdes. No modelo
denominado 2 Rins — 1 Clipe (2R1C), a HR é induzida por oclusdo parcial unilateral através
da implantacdo de um clipe de prata na artéria renal. Devido a anatomia das artérias renais, 0
rim de escolha, geralmente, € o esquerdo.

Séo reconhecidas trés fases no desenvolvimento e manutencdo da hipertensdo 2R1C
em animais experimentais, apesar de ser impossivel delinear essas fases na hipertensdo
renovascular humana. A elucidagédo das diferentes fases permitiu uma melhor compreenséo
dos papéis desempenhados pelos sistemas envolvidos na génese e manutencdo dessa
hipertensdo (Martinez-Maldonato, 1991).

A primeira fase da hipertensdo de Goldblatt dura cerca de quatro semanas apos a
implantacdo do clipe e é marcada por aumento imediato na pressdo sanguinea associada com
aumento da atividade da renina plasmaética e de angiotensina (Pradhan & Rossi, 2013). J& no
primeiro dia ap6s a implantacdo do clipe na artéria renal, observa-se uma pequena elevacao da
pressdo arterial. Esta fase é mediada, principalmente, pela ativacdo do SRAA bem como pela
retencdo de sal e agua e expansdo de volume (Lerman et al., 2005).

A segunda fase da hipertensédo 2R1C ocorre entre a quinta e a oitava semana apos a
implantacdo do clipe e é marcada pela estabilizacdo ou aumento da pressdo arterial, com
retencdo de sal e expansdo do volume. Evidéncias apoiam o papel de Ang Il como um
mediador importante para promover a retencdo de sal e expansdo do volume nesta fase.
Dentre os varios mecanismos pelos quais a Ang Il exerce sua funcédo, destaca-se o aumento da
liberacdo de noradrenalina a partir das glandulas suprarrenais. A estimulacdo do receptor
adrenérgico provoca aumento da reabsorcdo de sddio no tubulo proximal. A Ang Il também

pode exercer um efeito local atraves da estimulacdo do nervo eferente renal, o qual também
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aumenta a reabsorcao de sodio (Faber & Brody, 1983; Martinez-Maldonato,1991; Pradhan &
Rossi, 2013).

A terceira fase da hipertensdo 2R1C ocorre nove semanas ou mais apés a clipagem
da artéria renal. Esta fase caracteriza-se por uma elevacdo persistente da pressdo arterial
(Pradhan & Rossi, 2013; Naftilan et al., 1989).

A HR 2R1C é um modelo cléssico de hipertensdo secundaria, pois € um modelo
experimental, que em muitos aspectos se assemelha a HR em humanos. Em coelhos e ratos, o
modelo 2R1C induz um aumento cronico e gradual da pressdo arterial, atingindo um pico
apos duas semanas da oclusdo da artéria renal. Em geral, os ratos desenvolvem hipertensao
mais facilmente do que os coelhos e se tornam a principal escolha para estabelecer um modelo
hipertensivo renovascular 2R1C (Cervenka et al., 2003; Fuijii, et al., 1967; Leenen et al.,
1971).

Desta forma, o modelo 2R1C de Goldbaltt aplicado em ratos foi utilizado neste
trabalho por mimetizar a hipertensdo renovascular clinica e, consequentemente, possibilitar

uma melhor compreensdo da doenca e contribuir na busca de novos tratamentos terapéuticos.

Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

O SRAA foi descrito, em 1898, pelo fisiologista finlandés Robert Tigerstedt, através
da descoberta de um extrato (renina) do cértex renal de ratos, que aumentava a pressao
sanguinea. Entre os anos 1939 e 1940, Braun Menendez e Page descobriram a angiotensina.
Somente em 1954, Skeggs purificou a angiotensina e mostrou a existéncia de duas formas, a
Angiotensinas | (Ang 1) e 1l. Dois diferentes tipos de sistemas renina-angiontensina foram
identificados: o circulante, descrito desde a descoberta da renina, e o local, descrito mais
recentemente e que parece desempenhar papel importante na homeostase circulatéria. Ainda
hoje os conhecimentos de fisiologia e biologia molecular sobre este sistema continuam
crescendo, todavia, muitos estudos sdo necessarios para compreender as fungdes do SRAA,
principalmente nos acometimentos cardiovasculares e renais (Hall, 2003).

A hiperatividade do SRAA tem sido relacionada a génese de varias doencas, como a
hipertensdo arterial, o infarto agudo do miocardio, a insuficiéncia cardiaca congestiva, as
arritmias cardiacas, o diabetes mellitus, a insuficiéncia renal crbnica e o acidente vascular

encefalico (Fyhrquist e Saijonma, 2008). A cascata do SRAA se inicia com a producdo de
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angiotensinogénio, principalmente por via hepética e renal, apesar de a maioria dos 6rgéos,
incluindo o cérebro, a vasculatura, rins, coracdo e pulmdes, também poderem produzir
angiotensinogénio (Passos-Silva, Verano-Braga, Santos, 2013). Esse peptideo ndo possui
atividade intrinseca, portanto, necessita sofrer duas modificacGes em sua estrutura: a primeira
é a perda de dois aminodcidos, transformando-se num decapeptideo, a angiotensina | (Ang I),
através da agdo da enzima proteolitica renina (Santos et al., 2005), produzida pelas células
justaglomerulares. A secrecdo de renina € regulada principalmente por quatro fatores
interdependentes: (1) um mecanismo barorreceptor renal na arteriola aferente que detecta
alteracbes na pressdo de perfusdo renal; (2) mudancas no transporte de cloreto de sddio
(NaCl) para as células da méacula densa do tabulo distal; (3) estimulacdo do nervo simpatico
via receptores adrenérgicos, e (4) feedback negativo por uma acgédo direta da Ang Il nas células
justaglomerulares (Atlas, 2007). A renina e pré-renina se ligam a uma proteina presente no
mesangio glomerular e no subendotélio arterial conhecida como receptor de renina/ pro-renina
igualmente independente das suas atividades biol6gicas. A pro-renina, que representa 70% a
90% do total de renina circulante, e a renina, quando ligadas ao receptor, induzem um
aumento na eficiéncia catalitica do angiotensinogénio gerando Ang I, exercendo efeitos
fisiologicos que sdo independentes da Ang Il, incluindo a estimulacdo da producdo de
colageno e fibronectina (Robles, Cerezo, Hernandez-Gallego, 2014).

A Ang | é um decapeptideo de pouca acdo bioldgica e, através da acdo de diversas
peptidases, pode originar a angiotensina 1-7 (Angl-7) que exerce sua acdo através da ligacao
com o seu alvo especifico, o receptor Mas, produzindo diversos efeitos, como vasodilatagéo,
melhora da funcdo contrétil pés-infarto e inibicdo da proliferacdo celular (Passos-Silva,
Verano-Braga, Santos, 2013; Santos et al., 2005). Além disso, a Ang | pode sofrer a acdo da
enzima conversora de angiotensina (ECA) tipo 2 para formar angiotensina 1-9 (Angl-9), a
qual é subsequentemente clivado para formar Angl-7. A Ang | também pode originar Ang Il
pela acdo da ECA (Millatt et al., 1999),

A Ang Il é o efetor primario de uma variedade de agOes fisiologicas e
fisiopatoldgicas induzidas pelo SRAA (Figura 4), sendo um potente agente vasoconstritor que
estimula a atividade simpatica, além de apresentar efeitos pro-fibroticos, pré-inflamatérios e
estimular a eritropoiese e a agregacdo plaquetaria (Atlas, 2007; Cole et al., 2000; Dzau,
Gibbons, Pratt, 1991; Freudenthaler et al., 1999; Mrug et al., 1997; Suzuki et al, 2003).

A sintese de Ang Il é principalmente regulada pela renina (Mindel e Morrison, 2005;
Yoo et al., 2007). Em resposta a uma reducdo na PA ou a diminuigdo da perfusdo renal, as

células justaglomerulares, presentes nas arteriolas aferentes e eferentes dos glomérulos renais,
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aumentam a secregdo e liberacdo de renina, gerando um aumento da atividade do SRAA
(Gupta, 2015). A ativacdo excessiva do SRAA tem sido implicada na progressao de toda a
evolucdo de doencas cardiovasculares e renais desde as fases iniciais, como a hipertenséo, até
as fases mais tardias, como microalbuminuria e insuficiéncia renal. Portanto, a superativacao
do SRAA culminando no excesso de producéo de Ang Il é responsavel, em grande parte, pelo
estabelecimento e desenvolvimento de hipertensao e lesdo renal (Escobar et al., 2012).

Por este motivo, 0 SRAA torna-se um bom alvo para terapias anti-hipertensivas e,
consequentemente, para o tratamento de doenca renal. Sendo assim, a utilizagéo de inibidores
da ECA (iECA), bloqueadores dos receptores da Angiotensina e, nos ultimos anos, o
Alisquireno, um inibidor da renina, sdo medicamentos de escolha no tratamento clinico da

hipertensdo renovascular (Riccioni et al., 2009; Riccioni et al., 2011).

Doenca renal cronica

A DRC tornou-se um problema de salde publica e o numero de portadores aumenta
de forma global (Jha et al., 2013). No Brasil, as taxas de incidéncia e prevaléncia dessa
doenca crescem de forma acelerada, sendo que, o nimero estimado de pacientes na fila de
espera para terapia de substitui¢do renal, em julho de 2016, alcangou a marca de 29.268 casos.
Além disso, 0 nimero total estimado de pacientes em tratamento dialitico no pais em 1 de
julho de 2016 foi de 122.825. Este nimero representa um aumento de 31,5 mil pacientes nos
ultimos 5 anos (91.314 em 2011). Houve um aumento anual médio no numero de pacientes de
6,3% nos ultimos cinco anos. Metade desses pacientes encontrava-se na regido Sudeste do
Brasil. A taxa de prevaléncia de tratamento dialitico em 2016 foi de 596 pacientes por milhdo
da populacdo (pmp), variando por regido entre 344 pacientes pmp na regido Norte a 700
pacientes pmp na regido Sudeste (Sesso et al., 2016) (Figura 5).
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Figura 5 - Prevaléncia estimada de pacientes em diélise no Brasil
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Legenda: Pacientes em diélise no Brasil por regido, no periodo entre os anos de 2013 a 2016.
Fonte: Sesso et al., 2016.

A DRC geralmente é associada a idade avancada, diabetes, hipertensao, obesidade e
doencas cardiovasculares (Levey et al., 2003), sendo caracterizada por danos estruturais, que
podem evoluir progressivamente para uremia, insuficiéncia renal cronica e faléncia renal
(Polzin et al., 2000). O dano renal refere-se a anormalidades histopatoldgicas observadas por
biopsia ou imagem, alteracBes na sedimentacdo da urina, proteindria ou concentracfes
plasmaticas e/ ou urinarias de creatinina (Lamb et al., 2013). Ap0s a instalacdo da lesédo renal,
ocorrem mudancas estruturais e funcionais adaptativas dos néfrons remanescentes, na
tentativa de manter a homeostase, principalmente quanto a regulacdo do volume e da
composicdo do fluido corporal extracelular. Eventualmente, essas mudancas adaptativas
tornam-se excessivas ou ineficientes, favorecendo ainda mais, o desenvolvimento de
alteracdes dos nefrons (Polzin et al., 2005; Shimizu, 2005).

A mudanca adaptativa consiste no aumento do volume de filtracdo glomerular e do
aporte sanguineo dos néfrons remanescentes, com consequente hipertrofia e hipertensdo
glomerular, na tentativa de manter a taxa de filtracdo glomerular. Deste modo exacerba-se a
agressdo hemodinamica ao glomérulo, estabelecendo um ciclo vicioso que leva, ao final do
processo, a completa destruicdo do parénquima renal (Shimizu, 2005).

A hipertensdo sistémica € uma das complicacbes cardiovasculares mais

frequentemente reconhecidas da DRC, sendo principalmente de origem secundaria (Acierno e
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Labato, 2005; Gregory, 2005). O mecanismo etiol6gico exato da hipertensdo associada 8 DRC
ainda ndo foi totalmente elucidado (Darke et al., 2000).

A hipertensao sistémica € identificada como um fator de risco expressivo para o
desenvolvimento de insuficiéncia renal terminal (Klag et al., 1996; Schiffrin et al., 2007).
Jacob et al. (2003) concluiram que uma alta pressdo sanguinea sistélica no momento do
diagndstico inicial da DRC em cées, é associada com um maior risco de morte e taxa de
declinio da funcdo renal. A hipertensdo sistémica perpetua o dano vascular e aumenta a
resisténcia vascular periférica e renal, a qual induz a progressdo da DRC, e acentua a
hipertensao arterial (Stiles et al., 1994).

Estudos realizados em humanos demonstraram a existéncia de uma relagdo entre
proteindria e hipertensdo (Grauer et al., 2000; Grauer, 2009). A ativacdo do SRAA esta
diretamente relacionada com a hipertensdo arterial e também provoca a proteinuria. A
hipertensdo capilar glomerular leva ao aumento da permeabilidade glomerular e excessiva
filtracdo de proteinas (Grauer, 2009). A presenca de proteinas na urina ocorre como
consequéncia de lesdes glomerulares e/ ou tubulares (Grauer, 2009; Gregory, 2005) e pode
provocar inflamacdo tubulointersticial, fibrose e morte celular (Gregory, 2005; Scott, 2008;
Shimizu, 2005).

A proteindria de origem renal é decorrente de alteragBes estruturais na barreira
glomerular, que causam a passagem de uma quantidade maior de proteina em direcdo ao
filtrado glomerular, e a ndo reabsorcdo destas proteinas pelos tabulos proximais (Grauer,
2009).

A descoberta da DRC nos estagios iniciais da doenca permite intervencGes
terapéuticas que retardam sua progressdo e reduzem as complicacdes relacionadas a
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, melhorando a qualidade de vida e a sobrevivéncia
(Levey e Coresh, 2012; Obrador et al., 2002; Pereira, 2000).

Nos pacientes com DRC, o objetivo do tratamento da hipertensdo compreende néo s
a protecéo cardiovascular, com a reducéo da pressao arterial, mas também o retardamento da
progressdo da doenca renal (Ravera et al., 2006; Sarafidis e Bakris, 2003). O controle da
pressao arterial e o bloqueio do SRAA tem limitado o declinio da taxa de filtracdo glomerular
(Foss, 2000) através da diminuicdo dos niveis de Ang Il e da vasodilatacdo da arteriola
eferente glomerular, promovendo assim, a reducdo da pressdo intraglomerular e 0 aumento do
fluxo sanguineo renal. Portanto, estes efeitos reduzem a proteindria e retardam a progressao
da doenca renal (Acierno; Labato, 2005; Brown, 2005; Morais e Pereira, 2002).
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Alisquireno

O Alisquireno (Rasilez®) (2S, 4S, 5S, 7S) -N- (2-carbamoil-2-metilpropil) -5-amino-
4-hidroxi-2,7-diisopropil- 8- [4-metoxi-3- (3-metoxipropoxi -fenil) —octanamida € um novo
representante da classe de agentes anti-hipertensivos e foi aprovado para uso clinico pela
Food Drug Administration em marco de 2007 no tratamento da hipertensdo, sendo o primeiro
inibidor de renina liberado para comercializacdo (Van Esch et al., 2010).

O Alisquireno é um inibidor direto da renina, ativo por via oral, que atua através da
ligacdo ao sitio ativo da renina. Este medicamento inibe diretamente a atividade da renina
plasmatica, o passo inicial e limitante no SRAA, ou seja, resulta numa inibi¢cdo completa do
SRAA acarretando no declinio dos niveis de Ang Il (Friedrich & Schmieder, 2013;
Lizakowski, Tylicki, Rutkowski, 2013). Diversos estudos clinicos tém demonstrado que o
Alisquireno é eficaz na diminuicdo da pressdo arterial em pacientes com hipertensdo arterial
leve a moderada (Chen et al., 2013; Musini et al., 2008; Robles, Cerezo, Hernandez-Gallego,
2014; Verdecchia et al., 2010; Zhu et al., 2012) e previne e/ou melhora a resisténcia a
insulina, a disfuncdo endotelial adrtica e o remodelamento vascular em ratos hipertensos
alimentados com frutose (Chou et al., 2013).

A renina possui alta especificidade por apenas um substrato: o angiotensinogénio,
logo, com a introducédo do Alisquireno era esperado um grande avanco no controle da pressao
arterial. Diferentemente da renina, a ECA tem muitos substratos peptidicos, como a
bradicinina que, quando acumulada, é responsavel por promover diversos efeitos colaterais
observados com estes medicamentos (Angeli et al., 2014; Friedrich & Schmieder, 2013).
Assim, o Alisquireno é associado a uma eficiéncia maior no controle da pressdo arterial e a
taxas mais baixa de efeitos colaterais quando comparado aos demais anti-hipertensivos
(Friedrich & Schmieder, 2013). Além disso, a otimizacdo da supressdao do SRAA é dificil de
ser obtida com os inibidores da ECA e bloqueadores dos receptores de Ang Il. Isso porque
essas duas classes de anti-hipertensores ativam mecanismos de compensacdo que resultam na
liberacdo de renina e aumento da atividade da renina plasmatica. Em contraste, o Alisquireno
neutraliza qualquer aumento compensatério na renina plasmatica e previne a formagéo tanto
de Ang I quanto de Ang Il (Imanish et al., 2008).

A biodisponibilidade do Alisquireno apos administracdo por via oral é de 2,6%, com
uma concentracdo plasmatica maxima atingida dentro de 1-3 horas apds dose oral Unica

(Vaidyanathan et al., 2008). Sua concentracdo plasmatica no estado de equilibrio é atingida



27

apos 7-8 dias de administracdo diéria e sua meia vida no plasma é de 23-40 horas, permitindo
assim, dosagem diéria Unica (Azizi et al., 2006). A maior parte do Alisquireno (90,9%) é
excretado pela via fecal ou biliar em individuos saudaveis ap6s uma unica dose de 300mg,
enquanto que 0,6% da droga é eliminada pela urina (Waldmeir et al., 2007). Além disso, 0
Alisquireno apresenta boa solubilidade em 4&gua, baixa lipofilicidade e resisténcia a
biodegradacdo por peptidases no intestino, na circulacdo sanguinea e no figado (Rahuel et al.,
2000).

A administracdo do Alisquireno possui efeitos benéficos sobre os danos causados em
orgdos-alvo da hipertensdo, prevenindo ou tratando, ndo s6 doencas do sistema
cardiovascular, como também do sistema renal (Fogari & Zoppi, 2010; Pimenta & Oparil,
2009; Van Esch, 2010). Estudos anteriores avaliaram o Alisquireno como um agente
renoprotetor na doenca renal cronica apontando a eficacia na reducdo de albumindria,
proteinuia, atividade da renina plasmética e da Ang Il (Fisher et al., 2008; Lizakowski,
Tylicki, Rutkowski, 2013; Persson et al., 2008). Além disso, o Alisquireno demonstrou ser
capaz de suprimir a producdo de colagenos do tipo Il e IV e do fator de crescimento
transformador-p (TGF-B) (Feldman et al., 2008).

Com base nas informacdes apresentadas, o Aliquireno pode ser uma alternativa
terapéutica no tratamento de pacientes com DRC que, atualmente, gera custos elevados aos
cofres publicos e lista de espera para transplante de rim. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos morfofisioldgicos do tratamento com Alisquireno no rim esquerdo

de ratos com hipertensdo renovascular 2R1C.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar os parametros morfologicos, bioguimicos e fisioldégicos do cortex do rim

esquerdo de ratos Wistar com hipertenséo renovascular apos o tratamento com Alisquireno.

1.2 Objetivos especificos

f)

9)

Avaliar o efeito do tratamento com Alisquireno sobre a (0):

Pressao arterial sistélica sanguinea, por pletismografia caudal;

Morfologia do cortex renal esquerdo, por coloracdes de Hematoxilina-Eosina, Picro
Sirius Red e Acido Periédico Schiff, e posterior observagdo em microscopio optico;
Fibrose, pela quantificacdo de fibras colagenas observados em microscopia Optica;
Inducdo de hipertensdo e inflamacdo, pela deteccdo e quantificacdo de renina e
laminina, TNF-a, IL-6, TGF-B e IL-10, por imunohistoquimica;

Morfologia ultraestrutural dos corplsculos renais observados em microscéopio
eletronico de transmissao;

Alteracdo de matriz extracelular, por quantificacdo da atividade de metaloproteinase
MMP-9, por zimografia;

Funcdo renal, por quantificacdo dos niveis de creatinina, albumina, fosforo, proteinas

totais e ureia no plasma e urina, por espectrofotometria;
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e grupos experimentais

Os procedimentos foram realizados de acordo com as guias convencionais para
experimentacdo em animais. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica
para 0 Cuidado e Uso de Animais Experimentais (n.° CEUA/019/2017) do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ).

Neste trabalho, foram utilizados 40 ratos Wistar machos, com 45 dias de idade,
pesando em média 160 g. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Histologia e Embriologia (DHE) na UERJ sob condicGes controladas (temperatura 21+2 °C,
umidade 60 £ 10%, ciclo de luz invertido de 12 h — claro/ escuro e ciclo de reposicéo de ar 15
min/h) e receberam racdo balanceada padrdo (racdo Nuvilab, Brasil) e dgua filtrada durante
todo o experimento.

O desenho experimental teve a duragédo total de oito semanas. Ao marco inicial,
todos os animais foram submetidos ao procedimento cirtrgico, de modo que 20 desses
animais tiveram estenose induzida por implante de um clipe de prata na artéria renal esquerda
e, constituiram o grupo denominado Hipertenso. Os outros 20 nao receberam a o clipe e foram
alocados no grupo denominado Sham.

Apo6s quatro semanas, foram formados quatro grupos conforme descritos mais
adiante. As primeiras quatro semanas do experimento foram estipuladas para que a cirurgia
induzisse a hipertensdo renovascular nos ratos do grupo Hipertenso. A partir da 5 semana, 0s
animais receberam a administracdo de Alisquireno ou placebo.

Da quarta até a oitava semana, 0s quatro grupos foram tratados com Alisquireno (na
dose de 10 mg/kg/dia) ou placebo (A4gua) para que tivessem a mesma manipulagdo. A
administracdo do Alisquireno ou placebo se deu por via oral (gavagem orogastrica),

diariamente no mesmo horario.
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Os quatro grupos sao:

a) Grupo Sham: 0s animais foram submetidos a cirurgia sem o implante do clipe. Esses
animais receberam administracdo de agua via gavagem orogastrica durante as ultimas
quatro semanas de experimentacéo.

b) Grupo Sham+Alisquireno: os animais foram submetidos a cirurgia sem o implante do
clipe. Esses animais receberam administracdo de Alisquireno na dose de 10 mg/kg/dia
via gavagem orogastrica durante as Ultimas quatro semanas de experimentacao.

¢) Grupo Hipertenso: os animais foram submetidos a cirurgia com implante do clipe.
Esses animais receberam administracdo de agua via gavagem orogastrica durante as
ultimas quatro semanas de experimentacao.

d) Grupo Hipertenso+Alisquireno: os animais foram submetidos a cirurgia com implante
do clipe. Esses animais receberam Alisquireno na dose de 10 mg/kg/dia via gavagem

orogéstrica durante as Gltimas quatro semanas de experimentacao.

2.2 Inducéo da hipertenséo renovascular

A hipertensdo renovascular foi induzida pelo método de 2 Rins-1 Clipe (2R-1C)
desenvolvido por Goldblatt (Goldblatt, 1934). Sob anestesia intraperitoneal com Tiopental
sodico (40 mg/ kg), foi realizada tricotomia, com posterior assepsia com alcool a 70% na
regido mediana (linha alba) do animal. Foi realizada uma incisdo na linha alba para
isolamento da artéria renal e, posteriormente, foi colocado um clipe de prata pré-calibrado
(com um grau de constricdo equivalente ao diametro interno de 0,2 mm) na artéria renal
esquerda do animal para obstrucdo parcial da mesma (estenose parcial), induzindo a
hipertensdo renovascular. O rim contralateral permaneceu intacto.

Apbs o procedimento, a incisdo foi suturada e os animais foram acondicionados em
gaiolas individuais e mantidos no biotério sob observacdo durante sete dias. O grupo Sham foi
submetido ao mesmo procedimento cirurgico, com manipulacdo da artéria renal esquerda,

porém n&o foi implantado o clipe de prata.
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2.3 Andlise da pressao arterial sistélica

A afericdo da pressdo arterial sistolica (PAS) foi realizada semanalmente através do
método ndo invasivo da pletismografia da artéria caudal (Letica LE 5100; Panlab, Espanha)
em todos 0s grupos experimentais, com 0s animais conscientes, a partir da semana zero (antes
do procedimento cirargico para inducdo da hipertensdo renovascular) até a semana oito.
Todos os animais foram aclimatados durante duas semanas, antes do periodo experimental,
para minimizar o estresse durante as afericdes da PAS. As aferigdes foram feitas por meio de
um garrote e de um sensor de pulso colocados em torno da cauda de cada animal. Estes foram
conectados ao registrador, o qual insufla e exsufla automaticamente o garrote, e detecta o
desaparecimento e o0 aparecimento da onda de pulso na artéria caudal determinando, assim, a

PAS. A média de trés aferi¢des de cada animal foi utilizada.

2.4 Excrecdo urindria, eutanasia e obtencéo do sangue e das amostras teciduais

Na oitava semana de experimentacdo, 24 h antes da eutanasia, 0s animais de todos 0s
grupos experimentais foram colocados em gaiolas metabdlicas e a urina de 24 h de cada um
foi coletada.

Os animais foram profundamente anestesiados com Tiopental sddico (80 mg/ kg),
intraperitonealmente. Através de incisdo mediana (na linha alba), o abdémen e térax foram
expostos. As amostras de sangue foram extraidas por puncdo cardiaca e colocadas em tubos
previamente heparinizados (0,1 ml), sendo imediatamente centrifugado a 819 x g por 10 min,
a temperatura ambiente; o plasma foi armazenado em refrigeragdo a -20°C para posteriores
analises bioquimicas.

Em seguida, os rins esquerdos foram cuidadosamente dissecados e retirados.
Posteriormente, foram fixados em paraformaldeido 4%, ou glutaraldeido 2,5% ou congelados

em refrigeracéo a -80°C com ou sem crioprotetor.
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2.5 Anélise bioquimica do plasma e da urina

A partir da coleta da urina e do plasma sanguineo de cada animal, foram realizadas
as analises bioquimicas. A fim de avaliar a funcéo renal, foram feitas as dosagens plasmaticas
de creatinina, ureia, fésforo, albumina e proteinas totais e dosagens urinérias de proteinas,
creatinina, ureia e fosforo, realizadas de acordo com as especificagdes do fabricante (Bioclin
System 11, Brasil).

Além disso, a urindlise foi realizada com auxilio das tiras reagentes (lris Urine
Chemistry Strips iChem 10 SG Diagnostic). A urina coletada de cada animal foi colocada
sobre a tira reagente por 60 segundos. No momento em que a urina entra em contato com a
tira, ocorre uma reacdo quimica que permite a avaliacdo de parametros bioquimicos através de
cores. As cores obtidas nesta reagcdo foram comparadas com uma tabela de cores fornecidas
pelo fabricante. Através deste teste qualitativo, foi possivel analisar os seguintes parametros:
urobilinogénio, bilirrubina, proteinas, nitrito, corpos cetdnicos, glicose, pH, densidade e

presenca de leucdcitos.

2.6 Histoquimica e Imunohistoquimica

As amostras de rins esquerdos fixados em paraformaldeido 4% foram clivadas com
bisturi longitudinalmente e lavadas por 1 h em &gua corrente. Apds a lavagem, as amostras
teciduais foram desidratadas em concentracdes crescentes de alcool, 70%, 90%, 100% (2x),
por 1 h em cada etapa. Posteriormente, o material foi clarificado através de dois banhos de
xilol, sendo 20 min em cada. Em seguida, os fragmentos de rins foram inseridos duas vezes
em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) a 60 °C por 30 min em cada etapa e
incluidos na mesma. Todos os fragmentos incluidos em Paraplast Plus foram seccionados em
5 um de espessura em microtomo (American Optical, modelo Spencer, Estados Unidos). As
seccOes foram desparafinadas em estufa a 60 °C por 5 min e os cortes foram hidratados, como
a seqguir: 2 banhos de xilol, alcool 100%, 90%, 70% e agua destilada, por 2 min em cada
etapa.

Para histoquimica, as laminas foram coradas pelos métodos de Hematoxilina-Eosina,

Picro Sirius Red e Acido Periodico Schiff. Em seguida, os cortes foram lavados em &gua
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destilada e diafanizados em concentragcfes crescentes de alcool, 70%, 90%, 100% e xilol. As
laminas foram montadas com Entellan (Merck, Alemanha) e laminulas e visualizadas ao
microscopio optico.

Para quantificacdo do colageno por Picro Sirius Red, foram analisados 20 campos
randémicos de cada lamina sob luz polarizada. As areas coradas em vermelho, consideradas
como fibrose, foram quantificadas pelo software Image-Pro Plus versdo 7.0 (Media
Cybermetics, Estados Unidos).

Para realizacdo da técnica de imunohistoquimica, foram utilizados os seguintes
anticorpos primarios (Santa Cruz Biotechnology, Estados Unidos): renina, TNF-a, TGF-p, IL-
6, IL-10 e laminina. Inicialmente, a atividade da peroxidase enddégena foi bloqueada
utilizando peroxido de hidrogénio a 3%, por 15 min e os cortes foram lavados com tampéao
fosfato salino (PBS) 3 vezes, por 5 min cada vez. As laminas foram submetidas a recuperagéo
antigénica por tampéo citrato, pH 6,0, por 20 min a 60 °C. Em seguida, os cortes foram
lavados novamente com PBS e marcacdes inespecificas dos anticorpos foram bloqueadas
através da incubacdo em PBS/BSA (soroalbumina bovina) 3%, por 20 min, em temperatura
ambiente. Os cortes foram, entdo, incubados com os anticorpos primérios diluidos em PBS
(proporcao 1:100) em cémara Umida overnight a 10 °C. No dia seguinte, os cortes foram
lavados com PBS e incubados com anticorpo secundario biotinilado, por 1 h, e,
posteriormente, com a estreptavidina (Dako, Estados Unidos), por 30 min, em temperatura
ambiente. Apds lavagens com PBS, os produtos da imunorreacdo foram visualizados usando o
reagente diaminobenzidina (DAB) (Dako, Estados Unidos) e contracorados com
Hematoxilina de Harris. As laminas foram entdo hidratadas em concentragcfes crescentes de
alcool, 70%, 90%, 100% e xilol e montadas com Entellan e laminulas para posterior
observacdo ao microscopio éptico. Os cortes do controle negativo da reacdo foram obtidos
omitindo a etapa de incubac¢do do anticorpo primario.

Para quantificacdo da expressdao das substancias citadas acima, foi utilizado o
software Image-Pro Plus versdo 7.0. Para tal, foram analisados 20 campos aleatdrios de cada

lamina, ao microscopio optico (Olympus BX53 com camera Olympus DP72 acoplada, Japéo).

2.7 Microscopia eletronica de transmissao

As amostras teciduais foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de

sodio 0,1 M, pH 7,2, a 4°C por 24 h. O material foi clivado e lavado 3 vezes por 10 min em
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tampdo cacodilato de sédio 0,1 M e incubado em tetroxido de ésmio 1% por 1 h. Apds as
lavagens, as amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona, 30%, 50%,
70%, 90% e 100%, por 30 min em cada fase. Posteriormente, o material foi infiltrado com
acetona e resina epon (TedPella, Estados Unidos) [25mL de Epon 812, 17 mL de anidrido
metil nadico (MNA), 8 mL de anidrido dodecenil succinico (DDSA), 32 gotas de 2,4,
tridimetilaminametilfenol (DMP) nas proporgdes de 2:1 por 2 h, 1:1 por 2 h e 1:2 por 2 h]. No
dia seguinte, o material foi inserido em resina epon pura, em tubos abertos por 4 h, e
posteriormente incluido em nova resina epon, polimerizada em estufa, a 60 °C, por 3 dias.

Em seguida, foram realizados cortes ultrafinos (60-70 nm) de areas selecionadas com
ultramicrétomo (Leica Ultracut-UCT, Leica Aktiengesellschaft, Austria) que foram
contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo para observacdo em

microscopio eletrénico de transmissao (Jeol, Brasil) a 80 kV.

2.8 Zimografia

Para avaliacdo da atividade enzimatica das metaloproteases de matriz foi utilizada a
técnica de zimografia. Para tanto, as amostras foram maceradas em solucdo de
homogeneizacdo (1 mL de PBS 1x). Em seguida, o total de proteina foi quantificado através
do método de BCA (Acido Bicinconinico — Sigma Aldrich, Estados Unidos). Vinte
microgramas (20ug) de proteina total da amostra foram submetidos ao ensaio de eletroforese
(15 mA por gel durante 4 h) inicialmente em gel de empacotamento 4% e, em seguida, em gel
de SDS 10 % contendo gelatina como substrato. O peso molecular das bandas gelatinoliticas
foi estimado através de comparacdo com marcador de peso molecular (Rainbow Molecular
Weight Markers, Amersham, Reino Unido). Logo apos, os geis foram incubados em tampéo
de lavagem (Tris-HCI pH 7,6 + 0,15M NaCl + 2,5 Triton X-100) durante 1 h e foram
transferidos para o tampao de ativagdo (10mM Tris-HCI pH 7,6 + 0,15M NaCl + 2,5 Triton
X-100 1% + 5mM CaCl, + 0,02% NaN3) por 20 h em estufa a 37°C. Posteriormente, 0s géis
foram corados com comassie blue (50% metanol, 10% &cido acético, 40% Agua miliQ e 0,5%
de comassie blue) por 1 h e descorados com uma solucéo contendo 50% metanol, 10% acido
acético e 40% A&gua destilada até que a banda indicando a degradacdo da gelatina fosse

visualizada. Os géis foram digitalizados em scanner (Epson, Brasil) e a densitometria foi
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realizada através do software especializado Image J (Instituto Nacional de Salde, Estados

Unidos), com valores expressos em unidade arbitraria (u.a.).

2.9 Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. As andlises estatisticas
foram realizadas pela comparacéo entre os grupos, e as diferencas entre eles foram testadas.

Todos os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) one-way
com pos-teste de Holm-Sidak. As diferencas entre os grupos foram consideradas
estatisticamente significantes quando valores de p < 0,05.

O software Graphpad Prism versdo 6.0 para Windows (GraphPad Software, Estados
Unidos) foi utilizado para realizar as analises estatisticas e para confeccéo dos graficos.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacéo da pressao arterial sistolica

A PAS dos animais dos grupos Sham e Sham + Alisquireno se manteve constante
durante todas as semanas do experimento (Sham: 117,3 + 5 mmHg; Sham + Alisquireno:
120,6 + 5 mmHg) e ndo apresentaram diferencas significativas entre eles (p > 0,05). Ja a PAS
dos animais do grupo Hipertenso aumentou gradativamente e significativamente (p< 0,05) a
partir da primeira semana até a oitava (de 136,8 + 5 mmHg para 205,5 £ 4 mmHg). Da
primeira até a quarta semana, 0s animais do grupo Hipertenso + Alisquireno apresentaram um
aumento gradativo dos niveis de PAS (de 142,6 £ 3 mmHg para 193,2 £ 2 mmHg). Na quinta
semana, momento em que foi iniciada a administracdo do Alisquireno, 0s animais do grupo
Hipertenso + Alisquireno apresentaram uma reducdo da PAS (de 193,2 £ 2 mmHg para 150,4
+ 5 mmHg) e a partir da sétima semana, os niveis de PAS desses animais se equiparou aos
niveis de PAS dos animais do grupo Sham e Sham + Alisquireno (123,2 £ 3 mmHg) (Figura
6).

Figura 6 - Evolucdo da pressao arterial sistélica em milimetros de mercurio (mmHg)
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Legenda: (a) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham, (b) representa p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham +
Alisquireno e (c) p < 0,05 em relagdo ao grupo Hipertenso + Alisquireno. Abreviatura: s = semana.

n=10 para todos os grupos experimentais.
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3.2 Avaliacéo histopatoldgica e quantificacao das &reas de fibrose

A histopatologia foi analisada através da coloracdo de Hematoxilina-Eosina (Figura
7). Os grupos Sham (Figura 7 A) e Sham + Alisquireno (Figura 7 B) apresentaram a capsula
de Bowman, glomérulos e tabulos contorcidos proximais e distais preservados. No entanto, o
grupo Hipertenso (Figura 7 C) apresentou grande area de fibrose intersticial no cortex renal e
perda na estrutura dos corpusculos e tabulos renais. Além disso, 0s animais do grupo
Hipertenso apresentaram lesdo em alguns glomérulos. O grupo Hipertenso + Alisquireno
(Figura 7 D) apresentou uma diminuicdo da fibrose intersticial e uma reestruturagéo do cortex
renal quando comparado ao grupo Hipertenso, principalmente dos corpusculos e tubulos

contorcidos proximais e distais.

Figura 7 - Avaliacdo da morfologia do cortex renal em fotomicrografias

Legenda: A: grupo Sham; B: grupo Sham + Alisquireno; C: grupo Hipertenso; D: grupo Hipertenso +
Alisquireno. As setas indicam os glomérulos e os asteriscos indicam areas de fibrose intersticial.
Coloracao: Hematoxilina-Eosina. Barra de calibragdo: 100 pum.
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A andlise da deposicdo de fibras colagenas foi realizada nos cortes corados com
Picro Sirius Red (Figura 8). Os resultados evidenciaram que o grupo Hipertenso (Figura 8 C)
apresentou um aumento da expressdo de colageno perivascular, peritubular e pericapsular
guando comparado aos animais dos grupos Sham (Figura 8 A), Sham+Alisquireno (Figura 8
B), indicando fibrose tecidual no grupo hipertenso. No grupo Hipertenso+Alisquireno (Figura
8 D) observa-se menor depdsito de coldgeno, comparado ao grupo Hipertenso. A quantidade
de colageno no grupo hipertenso tratado foi bem préxima aos resultados encontrados nos

animais do grupo Sham.

Figura 8 - Avaliacdo da deposicéo de fibras coldgenas em fotomicrografias do cortex renal

observadas em microscopia de luz polarizada

Legenda: A: grupo Sham; B: grupo Sham + Alisquireno; C: Hipertenso; D: Hipertenso + Alisquireno. As setas
indicam as fibras colagenas. Coloracao: Picro Sirius Red. Barra de calibragdo 50 pm.

Através da quantificacdo das areas de fibrose (Figura 9), observou-se que 0 grupo
Hipertenso apresentou um aumento significativo da deposicdo de coldgeno quando

comparado aos grupos Sham e Sham + Alisquireno. O grupo Hipertenso + Alisquireno
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demonstrou uma reducdo expressiva da deposicdo de coldgeno em relacdo ao grupo
Hipertenso. Apesar dessa redugdo, o grupo Hipertenso + Alisquireno apresentou diferenca
significativa em relacdo aos grupos Sham e Sham + Alisquireno. Os grupos Sham e Sham +

Alisquireno ndo apresentaram diferenca significativa entre eles.

Figura 9 - Quantificagdo da deposicdo de fibras coldgenas do cértex do rim esquerdo em
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Legenda: (a) p < 0,05 em relacdo ao grupo Sham, (b) p < 0,05 em relagcdo ao grupo Sham + Alisquireno e (¢) p <
0,05 em relacéo ao grupo Hipertenso + Alisquireno. n=7 para todos 0s grupos experimentais.

Para avaliacdo da membrana basal do cértex dos rins esquerdos, foi utilizada a
coloracdo pela técnica do Acido Periddico Schiff (Figura 10). Os grupos Sham (Figura 10 A)
e Sham + Alisquireno (Figura 10 B) apresentaram membrana basal bem corada envolvendo a
capsula de Bowman e os tibulos contorcidos proximais e distais. O grupo Hipertenso (Figura
10 C) evidenciou menor intensidade de coloracdo na membrana da capsula de Bowman e ao
redor dos tubulos contorcidos, indicando uma desestruturacdo do cértex no tecido renal e uma
fragmentacdo da membrana basal em sua extensdo. Entretanto, o grupo Hipertenso +
Alisquireno (Figura 10 D) apresentou uma reestruturagcdo da membrana basal dos glomérulos

e dos tubulos contorcidos.
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Figura 10 - Avaliacdo da membrana basal do cortex do rim esquerdo em fotomicrografias

Legenda: A: grupo Sham; B: grupo Sham + Alisquireno; C: grupo Hipertenso; D: grupo Hipertenso +
Alisquireno. As setas evidenciam a membrana basal em cor magenta. Coloragéo: Acido Periddico-
Schiff. Barra de calibracdo 100 pum.

3.3 Avaliacgdo e quantificacdo de alteracdes na expressdo de renina, laminina e citocinas

por imunohistoquimica

Em estudo imunohistopatoldgico do tecido renal, a imunomarcacdo positiva do
anticorpo anti-renina, foi constatada nas células justaglomerulares no cértex renal em todos os
grupos experimentais (Figura 11). O grupo Hipertenso (Figura 11 C) apresentou marcacao
mais evidenciada nas células justaglomerulares, quando comparado aos grupos Sham (Figura
11 A) e Sham + Alisquireno (Figura 11 B). Em contrapartida, foi observada uma diminuicao
das areas de marcacdo no grupo Hipertenso tratado com Alisquireno (Figura 11 D) quando

comparado ao grupo Hipertenso. Através da quantificacdo do anticorpo anti-renina, observou-
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se um aumento significativo no nimero de células marcadas no grupo Hipertenso em relacao
aos demais grupos, como mostra a Figura 13 A.

Na avaliacdo da imunomarcacdo com anticorpo anti-laminina (Figura 12), o grupo
Hipertenso apresentou mais areas com intensa marcacdo das células pelo anticorpo tanto na
regido glomerular quanto na regido tubular (Figura 12 C) comparado aos grupos Sham (Figura
12 A) e Sham + Alisquireno (Figura 12 B), que tiveram poucas células marcadas. J& no grupo
Hipertenso tratado com Alisquireno (Figura 12 D), foi observada uma diminuicdo dessa
marcacdo quando comparado ao grupo Hipertenso, e semelhante ao grupo Sham. Através da
quantificacdo do anticorpo anti-laminina, observou-se um aumento significativo no nimero de
células marcadas no grupo Hipertenso em relacdo aos demais grupos, como mostra a Figura
13 B.

Figura 11 - Imunomarcacao no cértex renal com o anticorpo anti-renina

e LA

Legenda: Fotomicrografias dos grupos A: grupo Sham; B: grupo Sham + Alisquireno; C: grupo Hipertenso; D:
grupo Hipertenso + Alisquireno. As setas indicam a imunomarcacdo positiva nas células
justaglomerulares. Barra de calibragdo: 100 um.
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Figura 12 - Imunomarcacdo no cortex renal com o anticorpo anti-laminina

Legenda: Fotomicrografias dos grupos A: grupo Sham; B: grupo Sham + Alisquireno; C: grupo Hipertenso; D:
grupo Hipertenso + Alisquireno. As setas indicam a imunomarcacdo positiva. Barra de calibracéo:
100 pm.

Figura 13 - Quantificacdo da imunomarcacédo no tecido renal (pixel/ pm?)
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Legenda: A: Quantificacdo da imunomarcacgéo com o anticorpo anti-renina. B: Quantificacdo da imunomarcagéo
com o anticorpo anti-laminina. Em ambos os gréficos (A e B): (a) p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham,
(b) p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham+Alisquireno e (c) p < 0,05 em relagcdo ao grupo Hipertenso +
Alisquireno. n=7 para todos 0s grupos experimentais.
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Na imunomarcacao especifica para TNF-a e IL-6 (Figura 14), os grupos Sham e
Sham + Alisquireno evidenciaram uma pequena expressdo dessas citocinas. Em contrapartida,
0 grupo Hipertenso (Figuras 14 C e 14 G) apresentou muitas areas de intensa marcacao tanto
de TNF-a quanto de IL-6 nos tubulos proximais e distais. Entretanto, essas marcag¢fes foram
menos frequentes no grupo Hipertenso tratado com Alisquireno (Figuras 14 D e 14 H). A
quantificacdo de ambas as citocinas estdo representadas na Figura 14 1 e 14 J e corroboram 0s
achados descritos acima, constando aumento significativo dos niveis de TNF-a e IL-6 no

grupo Hipertenso quando comparado aos demais grupos.

Figura 14 - Imunomarcacdo e quantificacdo dos anticorpos anti-TNF-a e anti-1L-6 no cortex

renal dos grupos experimentais
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Legenda: Fotomicrografias da imunomarcacdo especifica para TNF-a: A: grupo Sham; B: grupo Sham +
Alisquireno; C: grupo Hipertenso; D: grupo Hipertenso + Alisquireno. Fotomicrografias da
imunomarcacdo especifica para IL-6: E: grupo Sham; F: grupo Sham + Alisquireno; G: grupo
Hipertenso; H: grupo Hipertenso + Alisquireno. Barra de calibracdo: 100 um. I: Quantificacdo da
imunomarcacao (pixel/ um2) para o anticorpo anti-TNF-a. J: Quantificagdo da imunomarcacao (pixel/
pUm?2) para o anticorpo anti-IL-6. (@) p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham, (b) p<0,05 em relacdo ao
grupo Sham+Alisquireno e (¢) p < 0,05 em relacdo ao grupo Hipertenso + Alisquireno. n=7 para todos
0S grupos experimentais.
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A Figura 15 evidencia a imunomarcagdo com 0s anticorpos anti-1L-10 e anti-TGF-p.
Tanto o grupo Sham (Figuras 15 A e 15 E, respectivamente) quanto 0 grupo
Sham+Alisquireno (Figuras 15 B e 15 F, respectivamente) apresentaram pouca intensidade na
marcacdo especifica para 1L-10 e TGF-B. Na imunomarcacdo especifica para IL-10, foi
observado que o grupo Hipertenso + Alisquireno (Figura 15 C) apresentou um aumento da
expressao dessa citocina comparado ao grupo Hipertenso (Figura 15 D). No grupo Hipertenso
marcado com anti-TGF-p (Figura 15 G) foi observada intensa marcacdo do anticorpo tanto
nos tubulos proximais e distais, quanto nos glomérulos. Entretanto, essa marcacdo foi menos
frequente no grupo Hipertenso tratado com Alisquireno (Figura H).

Através da quantificacdo da imunomarcacdo com os anticorpos anti-IL-10 e anti-
TGF-B (Figuras 15 I e 15 J, respectivamente), foi observado um aumento significativo da
expressdo de IL-10 no grupo Hipertenso + Alisquireno e de TGF-f no grupo Hipertenso em

relagcdo aos demais grupos.

Figura 15 - Imunomarcacao e quantificacdo dos anticorpos anti-IL-10 e anti-TGF- no cortex

renal dos grupos experimentais
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Legenda: Fotomicrografias da imunomarcacdo especifica para IL-10: A: grupo Sham; B: grupo Sham +
Alisquireno; C: grupo Hipertenso; E: grupo Hipertenso + Alisquireno. Fotomicrografias da
imunomarcacdo especifica para TGF- B: E: grupo Sham; F: grupo Sham + Alisquireno; G: grupo
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Hipertenso; H: grupo Hipertenso + Alisquireno. Barra de calibragdo: 100 um. I: Quantificagdo da
imunomarcagéo (pixel/ pm?) com o anticorpo anti-1L-10. J: Quantifica¢do da imunomarcacédo (pixel/
pm?2) com o anticorpo anti-TGF-B. (a) p < 0,05 em rela¢do ao grupo Sham, (b) p < 0,05 em relag¢do ao
grupo Sham+Alisquireno e (c) p < 0,05 em relagdo ao grupo Hipertenso + Alisquireno. n=7 para todos
0S grupos experimentais.

3.4 Avaliacdo da ultraestrutura renal

Na analise da ultraestrutura renal (Figura 16), os animais do grupo Hipertenso
apresentaram retracdo dos pedicelos (cabeca de seta), alteracdo morfologica da fenda de
filtracdo (setas) e espessamento da membrana basal glomerular (asterisco) (Figura 16 C)
quando comparados aos grupos Sham (Figura 16 A) e Sham + Alisquireno (Figura 16 B).
Nestes, evidenciou-se a integridade dos pedicelos e do diafragma da fenda de filtracdo, assim
como da membrana basal glomerular e do capilar fenestrado. No grupo Hipertenso tratado
com Alisquireno foi observada uma recuperacdo da estrutura da membrana basal e da

morfologia dos pedicelos (Figura 16 D).

Figura 16 -Andlise da ultraestrutura renal

Legenda: A: grupo Sham; B: grupo Sham + Alisquireno; C: grupo Hipertenso; D: grupo Hipertenso +
Alisquireno. Estdo indicadas a fenda de filtragdo (setas), os pedicelos (cabegas de seta), a membrana
basal glomerular (*) e o corpo celular do podécito (#). Barra de calibragdo: 1 um.
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3.5 Quantificacédo da atividade de MMP-9

Na anélise da atividade de metaloproteinase-9 (MMP-9) ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos (Figura 17). Entretanto, o grupo Hipertenso apresentou uma
tendéncia na diminuicdo dos niveis de MMP-9 quando comparado aos grupos Sham e Sham +

Alisquireno.

Figura 17 - Andlise da atividade de MMP-9 (unidade arbitraria)

Sham Sham + A Hipertenso | Hipertenso + A

25000 -
Il Sham

B Sham + Alisquireno
Il Hipertenso

B Hipertenso + Alisquireno

Atividade de MMP- 9
(Unidade arbitraria)

Legenda: n=7 para todos 0s grupos experimentais.

3.6 Analises bioquimicas do plasma e da urina

3.6.1 Anélise com tira reagente

A andlise qualitativa da urina foi realizada com a tira reagente. Os parametros
avaliados foram descritos na Tabela 1, sendo os resultados expressos em cruzes (+), nimeros
ou auséncia de determinado parametro. Dentre os parametros avaliados, o urobilinogénio,

bilirrubina, nitrito, corpos ceténicos e glicose foram negativos em todos 0Ss grupos
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experimentais e o pH apresentou valores proximos a 7,0. Em relacéo a analise de proteinas, o
grupo Hipertenso apresentou um aumento da mesma na urina quando comparado aos grupos
Sham e Sham + Alisquireno. Ja o grupo Hipertenso + Alisquireno apresentou uma reducéo de
proteinas urinarias. A presenca de leucocitos foi detectada em todos os grupos, porém os
animais do grupo Hipertenso apresentaram um aumento dos mesmos, enquanto que no grupo
Hipertenso + Alisquireno, este numero reduziu, assim como observado nos grupos Sham e
Sham + Alisquireno. A densidade urinaria variou entre 0s grupos, porém os valores

encontrados estdo dentro da faixa de normalidade.

Tabela 1 - Andlise qualitativa de diversos parametros da urina

Parametros Sham Sham + Hipertenso AUl
Alisquireno Alisquireno

Cor Amarelo claro | Amarelo claro Amarelo Amarelo
Urobilinogénio Negativo Negativo Negativo Negativo
Bilirrubina (2+) (2+) (2+) (2+)
Proteinas a4+ 1+) (3+) (2+)
Nitrito Negativo Negativo Negativo Negativo
Cetonas Negativo Negativo Negativo Negativo
Glicose Negativo Negativo Negativo Negativo
pH 7 7 7 7
Densidade 1000 1000 1020 1005
Leucdcito 1+) 1+) (2a3+) 1+4)

3.6.2 Dosagens bioquimicas do plasma

Os niveis plasmaticos de creatinina, albumina, fésforo, proteinas totais e ureia foram
avaliados nos ratos dos quatro grupos experimentais (Figura 18). Os niveis de fosforo (Figura
18 C), proteinas totais (Figura 18 D) e ureia (Figura 18 E) ndo apresentam diferenca
significativa entre 0s grupos.

Os resultados referentes aos niveis de creatinina (Figura 18 A) evidenciaram um

aumento significativo no grupo Hipertenso comparado aos demais grupos. Os grupos Sham,
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Sham + Alisquireno e Hipertenso + Alisquireno ndo apresentaram diferenca estatistica entre
Si.

Ja os niveis de albumina plasmatica (Figura 18 B) apresentaram uma diminuicdo
significativa no grupo Hipertenso quando comparado aos grupos Sham, Sham + Alisquireno e

Hipertenso + Alisquireno, que ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.

Figura 18 - Parametros bioquimicos no plasma
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Legenda: A: niveis de creatinina (mg/dL); B: niveis de albumina (g/dL); C: niveis de fosforo (mg/dL); D: niveis
de proteinas totais (g/dL); E: niveis de ureia (mg/dL). (a) p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham, (b) p
< 0,05 em relagdo ao grupo Sham + Alisquireno e (c) p < 0,05 em relacdo ao grupo Hipertenso +
Alisquireno. n=7 para todos 0s grupos experimentais.
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3.6.3 Dosagens bioquimicas da urina

Os niveis de creatinina, fosforo, ureia e proteinas urinarias foram avaliados nos ratos
de todos os grupos experimentais (Figura 19). Os niveis de creatinina (Figura 19 A)
evidenciam uma diminuicdo significativa de sua excre¢cdo no grupo Hipertenso quando
comparado aos demais grupos, que ndo apresentaram diferenca entre si.

Os resultados referentes aos niveis de fosforo (Figura 19 B) mostram uma
diminuigdo significativa nos grupos Sham + Alisquireno, Hipertenso e Hipertenso +
Alisquireno comparados ao grupo Sham. Porém, apenas o grupo Hipertenso apresentou
diferenca significativa quando comparado aos grupos Sham + Alisquireno e Hipertenso +
Alisquireno.

O grupo Hipertenso apresentou diminuicdo significativa nos niveis de ureia (Figura
19 C) quando comparado aos grupos Sham, Sham + Alisquireno e Hipertenso + Alisquireno,
sendo que este Gltimo apresentou diferenca estatistica em relacdo aos grupos Sham e Sham +
Alisquireno.

Os niveis de proteinas urinarias (Figura 19 D) apresentaram um aumento
significativo no grupo Hipertenso comparado aos grupos Sham, Sham + Alisquireno e
Hipertenso + Alisquireno, que ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.
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Figura 19 - Pardmetros bioquimicos na urina
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Legenda: A: niveis de creatinina (mg/dL); B: niveis de fésforo (mg/dL); C: niveis de ureia (mg/dL); D: niveis de
proteinas urinarias (mg/dL). (a) p < 0,05 em rela¢do ao grupo Sham, (b) p < 0,05 em relacdo ao
grupo Sham + Alisquireno e (c) p < 0,05 em relacdo ao grupo Hipertenso + Alisquireno. n=7 para

todos 0s grupos experimentais.
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4 DISCUSSAO

O modelo de hipertensdo renovascular 2R1C, desenvolvido por Goldblatt em 1934, é
amplamente utilizado para o estudo experimental da fisiopatologia da hipertensdo e drogas
anti-hipertensivas (Amat et al., 2014). Este modelo estd associado a reducdo do fluxo
sanguineo que, consequentemente, estimula a secre¢do de renina levando a superativacdo do
SRAA e aumento da pressdo arterial. Além disso, a hipoperfusédo renal crénica provoca atrofia
do rim, inflamacdo, fibrose intersticial e atrofia tubular (Oliveira-Sales e Boim, 2016). No
presente estudo, observamos que a estenose da artéria renal esquerda provocou elevacdo da
pressao arterial sistolica, perda da funcdo renal, aumento da expressdo de renina, laminina e
de citocinas pro-inflamatérias, além de uma fibrose severa, desestruturacdo tubular e
alteracdes na membrana basal glomerular.

Tem-se reportado que a superativagdo do SRAA é um dos fatores de risco
importantes na isquemia renal. Estudos anteriores (Efrati et al., 2012; Kontogiannis e Burns,
1998; Wang et al., 2013; Yang et al., 2012) demonstram que o SRAA é superativado e o nivel
sérico de Ang Il € significativamente elevado nos animais com danos renais. Além disso, 0
SRAA local também desempenha um papel importante na lesdo cardiaca ou renal
(Kontogiannis e Burns 1998; Oyamada et al., 2010; Ye et al., 2011). Pesquisadores tém
sustentado a hipotese de que o efeito vasoconstritor de Ang Il exacerba os efeitos associados a
isquemia do rim (Allred et al., 2000; Jerkic et al., 2004). Além disso, Ang Il pode causar
estresse oxidativo (Kim et al., 2012; Lopez et al., 2003) e agravar a progressao da inflamacgéo
provocada pela lesdo renal (Thurman, 2007). Conforme mostrado no nosso estudo, foi
determinado que a administracdo de Alisquireno em animais hipertensos pode, efetivamente,
inibir a ativacdo de SRAA, através da diminuicdo da expressdo de renina, minimizando o
dano renal.

O desenvolvimento da hipertensdo sistémica nos animais 2R1C esta associado ao
aumento da secrecdo de renina pelas células justaglomerulares renais. Sabe-se que 0 modelo
de hipertensdo renovascular 2R1C é dependente de Ang Il com hipersecre¢do de renina,
acarretando no desenvolvimento de hipertensdo arterial sistémica (Kashyap et al., 2016).
Apds o tratamento com Alisquireno, neste estudo, a expressdo de renina foi normalizada
devido a supressdo da atividade do SRAA acarretando na reducdo da PAS dos animais
hipertensos 2R1C. Além disso, nossos achados evidenciaram que o tratamento com

Alisquireno induziu o remodelamento do tecido renal, melhorando significativamente sua
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morfologia, diminuindo a fibrose intersticial e a expressdo de citocinas pro-inflamatorias,
como o TGF-B. J& foi descrito na literatura que o Alisquireno melhora pardmetros
fisioldgicos, como a diminuicdo da PAS, e possui acdo protetora renal através da supressdo da
producdo de colagenos do tipo Ill e IV e reducdo da expressdo de TGF- B, sendo este o
mediador chave na progressdo da patogénese da fibrose renal, através da estimulagcdo da
producdo de matriz extracelular (Bottinger, 2007; De Zeeuw et al., 2004; Feldman et al.,
2008; Kelly et al., 2007; Lan, 2003; Nussberger et al., 2007; Wang et al., 2005). De acordo
com estudos anteriores, os efeitos fibroticos do TGF-p podem ser resumidos em dois eventos
celulares: apoptose e transicdo de células epiteliais para mesenquimais. A indugdo da
apoptose pelo TGF-p esta associada a deple¢do de podocitos, glomeruloesclerose, perda dos
capilares glomerulares ou peritubulares, além de atrofia tubular (Cho, 2010; Meier et al.,
2007). Deste modo, observamos que a administracdo do Alisquireno promoveu diminuicao
dos niveis de TGF-B e, consequentemente, o remodelamento renal, diminuindo a fibrose do
tecido.

Um dos mecanismos regulatérios da fibrose sdo as proteases que atuam na
degradacdo da matriz extracelular, como as metaloproteinases da matriz. As MMPs sdo uma
grande familia de enzimas que incluem colagenases, gelatinases e elastases intersticiais. Elas
degradam uma ampla quantidade de componentes da matriz extracelular e estdo envolvidas
em uma variedade de processos no qual o remodelamento tecidual desempenha um papel
principal. As subfamilias de MMPs mais comumente citadas em trabalhos que envolvem
fibrose renal sdo a MMP-2 e MMP-9, que compartilham a habilidade de degradar os
colagenos dos tipos 1V e V. No glomérulo, células epiteliais sintetizam tanto MMP-2 quanto
MMP-9, enquanto células mesangiais produzem apenas MMP-2. Mudancas na expressao ou
atividade dessas MMPs no glomérulo estdo diretamente relacionadas com uma matriz
extracelular alterada, que pode levar a diminuicdo ou perda da funcéo renal (Lelongt, et al.,
2001).

Os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) desempenham um papel
importante na manutencdo do balango entre a deposicdo e degradacdo da matriz extracelular.
Quatro membros da familia TIMP foram caracterizados e designados como TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 e TIMP-4 (Cai et al., 2008), sendo o TIMP-1 e o TIMP-2 os principais inibidores de
MMP-9 e MMP-2, respectivamente. Com a diminuicdo dos niveis de MMPs e aumento de
TIMPs, a degradagdo de matriz é inibida. A alta prevaléncia de TIMP nos rins ja foi
relacionada a diversas doencas renais humanas, estando associado com o avango da fibrose.

Nossos resultados referentes a atividade de MMP-9 nédo apresentaram diferenca significativa
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entre 0S grupos experimentais, porém evidenciaram uma tendéncia na diminui¢do da mesma
no grupo Hipertenso. Este dado sugere, indiretamente, que os niveis de TIMP podem estar
aumentados no tecido renal, uma vez que foi constatada uma reducdo da atividade de
metaloproteinases, aumento da deposicdo de colageno e expressdo de laminina, aléem de
estabelecimento de fibrose intersticial. Cai et al. (2008), Cheng et al. (2010) e Lelongt et al.
(2001) relataram que uma diminuicdo de MMPs estd correlacionada com a progressao de
doencas renais e com a acumulacdo da matriz extracelular, aceleragdo da inflamacdo e
aumento dos niveis de TGF-p, que pode aumentar os niveis de TIMP.

A laminina € o principal componente da membrana basal e conecta as células aos
demais componentes da membrana, assim como modula a proliferacdo, diferenciagéo e
motilidade celular (Kumar, 2013). Em nosso estudo, foi observado um aumento significativo
da sintese de laminina perivascular no grupo Hipertenso atraves da detec¢do e quantificacdo
da mesma por imunohistoquimica. De acordo com estudos anteriores, este aumento esta
associado a processos fisiopatologicos que acometem o néfron, como a progressao de células
mesangiais e 0 consequente desenvolvimento de sua matriz, provocando espessamento da
membrana basal (Pinto, 1998). O aumento da pressdo e da filtracdo glomerular nos néfrons
provoca lesdes esclerdticas, ou seja, a substituicdo do tecido normal por tecido conjuntivo,
iniciando com o acumulo de matriz extracelular (Guyton & Hall, 2003). A expansdo
mesangial € uma consequéncia desta acumulacdo, e provoca o aumento da deposicdo de
componentes como colageno, laminina e fibronectina, devido ao aumento da producéo desses
elementos e/ ou diminuicdo da degradacdo (Fioretto e Mauer, 2007). Além disso, a Ang Il
pode agravar a expansao mesangial, culminando na progressdo da doenca renal. Os efeitos da
Ang Il incluem proliferacdo das células mesangiais e inducdo na expressdo de TGF-B, que
resultam no aumento da sintese de matriz extracelular (Brenner, 2003).

Outrossim, a analise da ultraestrutura renal evidenciou que os animais do grupo
Hipertenso apresentaram retracdo dos pedicelos, os prolongamentos secundarios do podacito,
perda da integridade da fenda de filtragdo glomerular e espessamento da MBG. Este ultimo
corrobora 0 aumento da expressdo de laminina. Evidéncias demonstram que lesbes aos
poddcitos estdo intimamente correlacionadas com a proteindria e, consequente, perda da
funcdo renal, uma vez que os pedicelos estdo interligados entre si por um diafragma em fenda,
que é a principal barreira de filtracdo (Pavenstadt et al., 2003; Wartiovaara et al., 2004). Em
nosso estudo, os animais hipertensos tratados com Alisquireno evidenciaram integridade dos

pedicelos e da fenda de filtragéo, assim como normalizagdo da MBG.
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Adicionalmente, demonstramos uma reducdo do quadro inflamatério do rim, através
do aumento da expressdao de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria, e da diminuicdo da
expressao de TNF-a e IL-6, citocinas pro-inflamatdrias, em ratos hipertensos 2R1C tratados
com Alisquireno. A IL-10 é uma citocina que atua de forma anti-inflamatoria, por exemplo,
inibindo a producdo de outras citocinas, pro-inflamatérias, e estimulando células anti-
inflamatorias, como células T reguladoras e macréfagos (Moore et al., 2001; Wang e Harris,
2011). Uma deficiéncia na expressdo de IL-10 pode agravar o desenvolvimento da doenca
renal cronica através da progressdo da aterosclerose (George et al., 2004). Em nosso modelo
de hipertensédo 2R1C, o grupo Hipertenso apresentou uma diminuicdo da expresséo de IL-10,
enquanto os animais Hipertensos tratados com o Alisquireno apresentaram maior expressao
desta citocina.

Em relacdo as citocinas pré-inflamatorias, nosso estudo demonstrou que 0s animais
com hipertensdo apresentaram um aumento da expressdo de TNF-a e IL-6, principalmente na
regido tubular, sugerindo que essas citocinas podem desempenhar um papel no
desenvolvimento da hipertensdo inflamatéria (Cottone et al., 1998; Dzielak, 1992). Ja foi
visto que 0 TNF-a desempenha um papel na manutengdo da inflamagao atraveés da inducgéo de
moléculas de adesdo, fatores quimiotaticos e citocinas, além de atuar na infiltracdo e ativacdo
de macro6fagos no rim remanescente. Em ratos com insuficiéncia renal, o aumento dos niveis
de TNF-a foi observado principalmente nos tibulos renais e células intersticiais, sugerindo
gue o aumento da expressdo dessa citocina esta associado a fibrose intersticial (Taal et al.,
2000).

Os niveis de TNF-a e IL-6 estdo correlacionados com o aumento e variabilidade da
PAS, propondo que a inflamacéo pode ser um mediador entre as alteragdes nos niveis da PAS
e 0s danos do o6rgdo alvo (Kim et al., 2008). Estudos anteriores demonstraram um aumento na
producdo de fatores inflamatorios, como IL-6 e TNF-o em ratos hipertensos pelo modelo
2R1C (Bivol et al., 2008; Matavelli et al., 2011) e em pacientes com hipertenséo renovascular
(Alhadad et al., 2007). Entretanto, os animais hipertensos tratados com Alisquireno
apresentaram reducdo significativa da marcagdo de TNF-a e IL-6, sugerindo que o
Alisquireno é capaz de reduzir o quadro inflamatério estabelecido pela estenose da artéria
renal.

Em nossos resultados de avaliacdo da fung@o renal por andlises bioquimicas do
plasma e urina, os animais do grupo Hipertenso apresentaram um aumento significativo nos

niveis de proteinas totais e creatinina plasmaética, além de diminuicdo da excre¢do de
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creatinina, fosforo e ureia. Entretanto, no grupo Hipertenso tratado com Alisquireno foi
observado uma restauracéo dos niveis plasmaticos e urinarios dos marcadores citados.

Um importante marcador de funcédo renal é a determinacdo dos niveis plasmaticos e
urinarios de creatinina. A creatinina € um produto oriundo do metabolismo muscular e da
ingestdo de carne. Aproximadamente 98% da creatina é mantida no mdusculo e
aproximadamente 1,6% desta é convertida em creatinina por dia, sendo rapidamente excretada
pelo rim. Dessa forma, a producédo e liberacdo de creatinina pelo musculo sdo praticamente
constantes. A creatinina é livremente filtrada pelo glomérulo e ndo € reabsorvida nem
metabolizada pelo rim. Entretanto, aproximadamente 25% da creatinina urinaria é proveniente
da secrecdo tubular, sendo esta menos significativa quanto menor for a taxa de filtragdo
glomerular (Johnson, 2008). Adicionalmente, seu nivel plasmatico aumenta quando ha
deficiéncia na capacidade de filtracdo renal, sugerindo que existem danos aos néfrons
(Abensur, 2011). Em nossa andlise, o tratamento com Alisquireno foi capaz de reduzir a
creatinina plasmatica e aumentar a urinaria a niveis proximos dos animais do grupo Sham.
Nossos achados sobre os niveis de creatinina suportam dados da literatura que associaram a
alteracdo renal ao aumento dos niveis plasmaticos de creatinina, bem como o tratamento com
Alisquireno a eficiéncia na reducdo desses niveis (Wang et al., 2012).

A ureia constitui o principal metabdlito nitrogenado derivado da degradacdo de
proteinas pelo organismo, sendo que 90% deste analito é excretado pelos rins e o restante
eliminado pelo trato gastrintestinal e pela pele. Apesar de ser filtrada livremente pelo
glomérulo, ndo ser reabsorvida nem secretada ativamente, a ureia € um marcador fraco da
filtracdo glomerular, pois 40% a 70% retornam para o0 plasma por um processo de difuséo
passiva tubular, que é dependente do fluxo urinario. Dessa forma, a estase urinaria leva a um
maior retorno de ureia ainda nos tabulos renais e a uma subestimacdo da taxa de filtracdo
glomerular (Johnson, 2008). Por isso, este € um parametro pouco utilizado para avaliacdo da
funcdo renal. Outros fatores podem mudar significativamente os valores séricos da ureia sem
terem relacdo com a funcgéo renal, como a ingestdo proteica, a taxa de producdo hepatica,
infeccdo, deplecdo de sdédio e uso de determinados medicamentos (Vidigal, 2009; Stevens e
Levey, 2005). Em nossos resultados, ndo houve diferenca significativa nos niveis plasmaticos
de ureia entre os grupos experimentais. Entretanto, foi observado uma diminuicao da excregédo
de ureia na urina no grupo Hipertenso, enquanto que o grupo Hipertenso tratado com
Alisquireno apresentou um aumento desses niveis.

O fosforo é o sexto elemento mais abundante no organismo e existe em combinagoes

organicas dentro das células e inorganico no plasma (ligado ao calcio e magnésio). Dentre
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suas inumeras funcgdes, pode ser destacada sua participacdo no metabolismo energético.
LesBes progressivas nos néfrons estdo diretamente relacionadas com a diminuigdo da
excrecdo renal de fosfato e ao aumento do fosforo sérico. Este aumento causa diminuicao do
calcio circulante e, consequentemente, estimula a secrecdo do paratorménio na tentativa de
aumentar os niveis de calcio. A retencdo de fosforo é um fator preponderante na reducdo da
capacidade renal de produzir 1,25- diidroxicolecalciferol D3 (calcitriol). Como consequéncia
da diminuicéo do calcitriol, ocorre uma reducdo da absorcao intestinal e da reabsorcdo 6ssea
de célcio, hipocalcemia e aumento da secrecdao do paratorménio. Na tentativa de aumentar as
concentracOes séricas de calcio, ocorre 0 aumento da reabsor¢do renal de calcio e da
reabsorcao de célcio dos 0ssos e reabsorcdo do trato gastrointestinal. Na doenca renal crénica,
sem o rim funcional, o fésforo ndo é excretado e o processo se agrava (Berndt & Knox 1992;
Knochel 1992). Em nossa andlise, o grupo Hipertenso apresentou diminuicao significativa da
excrecdo urindria de fosforo quando comparado aos demais grupos

A proteindria, ou seja, a presenca de proteinas na urina, é toxica para os tabulos e
pode provocar inflamacéo tubulointersticial, alem de estar associada a danos no rim através da
estimulacdo de efeitos pro-inflamatérios. Sendo assim, este marcador bioguimico ¢é
considerado um forte parametro para identificacdo da progressédo da DRC (Gorriz e Martinez-
Castelao, 2012). Em nossas andlises, foi observada proteindria nos animais do grupo
Hipertenso tanto através do método qualitativo, pela tira reagente, quanto do método
guantitativo, atraves da andlise bioquimica plasmatica e urinaria. No grupo Hipertenso tratado
com Alisquireno, a proteindria reduziu significativamente, equiparando-se aos valores
encontrados no grupo Sham. Portanto, esses dados mostram que o tratamento com
Alisquireno foi capaz de reverter a lesdo renal causada pela estenose da artéria no grupo
Hipertenso, no qual havia intensa liberacdo de proteinas na urina, que estavam concentradas
no plasma. Estudos anteriores associaram a administracdo do Alisquireno com o aumento da
excrecdo urinaria de sodio (Fisher et al., 2008) e reducdo da proteinuria, evitando a
progressao da disfuncdo renal (Li et al., 2012; Moriyama et al., 2012).

Através da analise qualitativa com a tira reagente, foi detectado aumento dos niveis
de leucdcitos na urina de ratos hipertensos, condigdo denominada leucocituria. Em doengas
renais, como a DRC, ocorre alteragdes morfoldgicas na barreira de filtracdo glomerular,
permitindo a passagem de leucdcitos para a urina (Johnson et al., 2004). No entanto, apos o
tratamento com Alisquireno, foi observada uma diminuigdo consideravel na quantidade de

leucdcitos no grupo Hipertenso, igualando aos valores detectados no grupo Sham.
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Portanto, de acordo com os dados obtidos, este estudo mostra que o tratamento diario
com Alisquireno, por via oral, promoveu a reducgéo da pressao arterial sistémica, recuperacao
do parénquima renal e da barreira de filtracdo glomerular, atenuando a fibrose intersticial,
além de diminuir a expressao de citocinas pro-inflamatdrias no cortex do rim de ratos com
hipertensdo renovascular. Adicionalmente, foi capaz de melhorar a funcdo renal, através da
restauracdo dos niveis plasmaticos de creatinina, e dos niveis urinarios de proteinas,
creatinina, fosforo e ureia. Sendo assim, a administracdo de Alisquireno pode ser considerada

uma alternativa terapéutica no tratamento de pacientes hipertensos com doenca renal.
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CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados sugerem que a administracdo de Alisquireno em

ratos com hipertenséo renovascular 2R1C promove:

a) Controle dos niveis da PAS e da atividade do SRAA com a diminuicdo da
sintese e liberacdo de renina;

b) Remodelamento da morfologia estrutural e ultraestrutural do tecido renal
minimizando a fibrose intersticial e restaurando a membrana basal glomerular e
a matriz extracelular;

¢) Reducéo do quadro inflamatério através da diminuicdo da expressao de citocinas
pro-inflamatorias, TNF-a, TGF-B ¢ IL-6, e aumento da expressdo de citocina
anti-inflamatoria, 1L-10;

d) Restauracdo da funcédo renal por diminuicdo da excrecdo urinaria de proteinas e

concentracdo plasmatica de creatinina.

Deste modo, nossos achados sugerem que o tratamento com Alisquireno possui
efeitos benéficos na estrutura e funcionalidade do rim, melhorando os efeitos sistémicos e

locais causados pela estenose da artéria renal esquerda.
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foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS
EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ, em
reunido de 28/03/2017.

Finalidade (_) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigencia da autorizagédo 28/03/2021

Espécie/linhagem/raca Rato Wistar

N° de animais 100

Peso/ldade 150-180 g/ 45 dias

Sexo Macho

Origem Biotério setorial

Rio de Janeiro, 28 de Margo de 2017.

Prof. Dr. Alex C. Manhaes B Profa. Dra. Patricia C. Lisboa
Coordenador Vice-Coordenadora
CEUA/IBRAG/UERJ CEUA/IBRAG/UERJ

http://www.biologiauerj.com.br/comite-de-etica
ceua.ibrag@yahoo.com.br
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