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RESUMO 

A lesão renal aguda (LRA) é um importante problema de saúde pública mundial 

na atualidade. Assim, esforços para reduzir seu impacto na população são de 

extrema relevância. O sistema renina angiotensina (SRA) desempenha um 

papel importante na progressão da lesão renal, sendo que o eixo enzima 

conversora de angiotensina (ECA)2/Angiotensina(Ang)-(1-7)/receptor Mas 

modula a função renal. Estudos recentes demonstram que a ativação da ECA2 

utilizando o composto aceturato de diminazeno (DIZE) provoca efeitos 

benéficos no sistema cardiovascular e renal. O presente estudo teve como 

objetivo avaliar as ações do DIZE avaliar as ações do DIZE utilizado 

preventivamente ou terapeuticamente em um modelo de lesão renal aguda 

induzida por gentamicina (GM) em ratos. O protocolo experimental teve 

duração de 15 dias, onde, inicialmente, ratos Wistar machos foram divididos 

em 5 grupos experimentais compostos por 7 animais cada: Controle/Salina, 

Controle/DIZE, GM/Salina,Terapêutico e Preventivo. Em seguida, esses 

animais foram acondicionados em gaiolas metabólicas por 3 dias para um 

período de adaptação. Do 4º ao 8º dia foi administrado nos animais dos grupos 

GM/Salina, Terapêutico e Preventivo duas doses diárias de GM (80 mg/kg/dia, 

0,1 mL/100g) para indução da LRA. Os demais grupos receberam NaCl 0,9%.O 

tratamento com o DIZE (1mg/kg via gavagem) teve inicio no 4ª dia nos animais 

do grupo Preventivo e no 9º dia nos animais dos grupos Controle/DIZE e 

Terapêutico. Os animais dos grupos Controles receberam NaCl 0,9%. Coletas 

de sangue e urina foram realizadas no 4º dia, 9º dia e ao final do protocolo 

proposto. Ao término do protocolo experimental, os animais foram 

eutanaziados e amostras de rim foram coletadas. Os resultados da análise da 

função renal demonstraram que o tratamento com DIZE (Preventivo e 

Terapêutico) melhora os seguintes parâmetros renais nos tempos propostos (5º 

e 15º dias): creatinina plasmática, ritmo de filtração glomerular (RFG) e 

proteinúria. Nenhum efeito significativo foi observado no volume urinário, 

osmolalidade urinária, fração de excreção de água, clearance osmolar, balanço 

hídrico, peso dos rins, peso corporal e NGAL em relação ao grupo GM/Salina. 

A GM não alterou os valores da ingesta hídrica e osmolalidade plasmática. O 

DIZE quando administrado de maneira preventiva modulou o perfil inflamatório, 
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reduzindo os níveis renais das citocinas IL-1β, TNF- e IL-6 e aumentando IL-

10. Uma redução na atividade de NAG e MPO foi evidenciada no grupo 

Preventivo. Além disso, a morfometria do tecido renal mostrou uma redução no 

número de células inflamatórias nos grupos Preventivo e Terapêutico. A 

histologia renal confirmou a presença da lesão tubular no grupo GM/Salina com 

uma melhora na morfologia dos grupos tratados com DIZE. A administração do 

DIZE reduziu os níveis urinários de ECA e Ang II nos dois tratamentos 

avaliados. Em relação à concentração urinária de Ang-(1-7), um aumento foi 

observado no grupo Preventivo (5º dia) e no 15º dia no grupo Terapêutico, 

seguido de uma redução no 15º dia no grupo Preventivo. Nenhuma alteração 

foi observada nos níveis de ECA2. Em geral, estes resultados sugerem que a 

ativação da ECA2 é uma estratégia viável para prevenir, assim como para 

tratar a LRA. 

 

Palavras-chave: Lesão renal aguda, Sistema renina angiotensina, DIZE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

viii 

 

ABSTRACT 

Acute kidney injury (AKI) is an important global public health problem. Thus, 

efforts to reduce its impact are of paramount importance. The renin-angiotensin 

system (RAS) plays a critical role in the progression of renal injury. Indeed, the 

axis composed by angiotensin-converting enzyme (ACE) 2, Angiotensin (Ang)-

(1-7) and Mas receptor is able to modulate the renal function. Recent studies 

have shown that ACE2 activation using the compound diminazene aceturate 

(DIZE) causes beneficial effects in the cardiovascular and renal systems. The 

current study evaluated the actions of DIZE used preventively or therapeutically 

in an acute renal injury model induced by gentamicin (GM) in rats. The 

experimental protocol lasted 15 days, in which male Wistar rats were initially 

divided into 5 experimental groups composed by 7animals each: Control/Saline, 

Control/DIZE, GM/Saline, Therapeutic and Preventive. The animals were 

placed in metabolic cages for 3 days for an adaptation period. From day 4 today 

8, 2 daily doses of GM (80 mg/kg/day, 0.1 mL/100 g) were administered in 

animals of the GM/Salina, Therapeutic and Preventive groups for AKI induction. 

The other groups received 0.9%NaCl. Treatment with DIZE (1 mg/kg by 

gavage) started on the 4thday in animals of the Preventive group and on the 9th 

day in animals ofthe Control/DIZE and Therapeutic groups. Control rats 

received 0.9%NaCl. Blood and urine samples were collected on days 4 and 9 

and at the end of the proposed protocol. At the end of the experimental 

protocol, the animals were euthanized and kidney samples were collected. 

Renal function analysis showed that DIZE treatment (Preventive and 

Therapeutic groups) improved the following renal parameters at the proposed 

time points (5thand 15th days): serum creatinine, glomerular filtration rate (GFR) 

and proteinuria. No significant changes were observed in urine volume, urine 

osmolality, water excretion fraction, osmolar clearance, water balance, kidney 

weight, body weight and NGAL compared to GM/Salina group. GM did not alter 

water intake and plasma osmolality. When administered preventively, DIZE 

modulated the inflammatory profile, reducing the renal cytokines levels of IL-1β, 

TNF-, IL-6 and increasing IL-10. Also, it was evidenced a decrease in NAG 

and MPO activity in the Preventive group. The renal tissue morphometry 

showed a decreased number of inflammatory cells in the Preventive and 
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Therapeutic groups. Renal histology analysis confirmed the presence of tubular 

lesion in the GM/Saline group and an improvement of this condition in animals 

treated with DIZE. DIZE administration reduced the urinary levels of ACE and 

Ang II in both treatments. In relation to Ang-(1-7) urinary concentration, an 

increase was observed in the Preventive group (5th day) and in the Therapeutic 

group (15th day), followed by a decrease in the Preventive group (15th day). No 

significant alterations were observed in the ACE2 levels. Overall, these findings 

suggest that ACE2 activation is a feasible strategy to prevent and treat AKI. 

 

Key words: Acute kidney injury, Renin-angiotensin system, DIZE. 
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I. INTRODUÇÃO 

1.1. Lesão Renal Aguda 

Os rins são órgãos vitais, pois além de serem responsáveis pela formação 

da urina e pela eliminação de produtos metabólicos, exercem inúmeras outras 

funções devido a sua função endócrina e reguladora, como: regulação do balanço 

hidroeletrolítico, do equilíbrio ácido-básico e da pressão arterial sanguínea (Teslariu 

et al., 2016; Ding et al., 2017). À medida que os rins reduzem sua atividade ou 

mesmo param de funcionar, é desencadeado um quadro denominado de lesão 

renal (Paquette et al., 2015).  

A lesão renal aguda (LRA) é uma relevante doença renal e caracteriza-

se por uma perda súbita da função renal, que se mantém por períodos 

variados, resultando na incapacidade dos rins em exercer suas funções 

básicas de excreção e manutenção da homeostase hidroeletrolítica do 

organismo (Mrozikiewicz-Rakowska et al., 2015; Hering et al., 2017). Dessa 

forma, haverá o acúmulo de substâncias nitrogenadas, como uréia e creatinina, 

que pode ser seguido ou não pela diminuição da diurese (Kellum et al., 2005; 

Lopez-Novoa et al., 2011). A redução do ritmo de filtração glomerular (RFG) e 

do fluxo sanguíneo renal (FSR) decorrente, entre outros fatores, da intensa 

vasoconstrição intra-renal, é o ponto crucial da LRA (Perazella et al., 2003). 

A LRA é um sério problema de saúde pública, levando a altas taxas de 

mortalidade, acometendo principalmente pacientes hospitalizados, gerando 

altos custos ao sistema publico de saúde (Robert et al., 2004; Chertow et al., 

2005; Waikar et al., 2008; Bolisetty et al., 2017). Em pacientes portadores de 

LRA severa, o índice de mortalidade pode chegar a quase 40% (Choudhury et 

al., 2012). Está associada a uma maior probabilidade de o paciente 

desenvolver um quadro de doença renal crônica (DRC), podendo assim, 

agravar ainda mais seu quadro clínico, o que o levará a realizar hemodiálise 

para suprir a falha renal (Gallagher et al., 2014). Estima-se que um quinto dos 

casos de LRA que ocorrem após a admissão hospitalar é previsível e evitável 

(Ali et al., 2011). 

De acordo com Rossaint e colaboradores (2015), a incidência da LRA no 

ocidente pode ser comparada ao do infarto do miocárdio. No Brasil, a LRA tem 

uma incidência de até 5% nos pacientes internados (Laura et al., 2012). Dados 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paquette%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26389593
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hering%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28116780
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alarmantes descritos por Ávila e colaboradores (1997) demonstram que a LRA 

hospitalar por necrose tubular aguda (NTA) causada por isquemia ou por 

agentes nefrotóxicos, ou ainda pela combinação de ambos, é alta e 

corresponde a aproximadamente 70% dos casos de LRA. É sabido que 90% 

dos casos de LRA são causados por NTA (Monteiro et al., 1997; Eftekhari et 

al., 2014). A principal causa da NTA são as isquemias e as nefrotoxinas, sendo 

que a lesão nefrotóxica pode ser reversível, quando diagnosticada e tratada 

precocemente (Hammerman et al., 2000). 

Um dos principais agentes nefrotóxicos causadores de NTA são os 

antibióticos do grupo aminoglicosídeos, como a gentamicina (GM). Outras 

drogas que também podem desencadear a LRA são: o uso diário e prolongado 

de analgésicos (acetaminofeno), anti-inflamatórios não esteróides, como o ácido  

acetilsalicílico, que deve ser usado com cautela em pacientes com doenças renais, 

meios de contrastes iodados e agentes quimioterápicos como a cisplatina 

(Lameire et al., 2006; Vaidya et al., 2008; Oliveira et al., 2009; Fähling et al., 

2017). 

A LRA causada por agentes nefrotóxicos não se deve somente ao tempo 

de exposição ou concentração do mesmo, mas também a fatores diversos e 

resistência do indivíduo que está sendo exposto ao fármaco. Pacientes 

internados em UTI, idosos e diabéticos, por exemplo, podem não tolerar uma 

dose de um agente nefrotóxico que uma pessoa saudável não teria problema 

de recebê-la (Raveh et al., 2002; Norbert et al., 2006; Cerda et al., 2008; Bell 

et al., 2014). 

Perante estes dados e da complexidade em se pesquisar como se 

instala e evolui a insuficiência renal em humanos, modelos experimentais 

animais são empregados com o intento de se mimetizar as condições clinicas 

da LRA (Singh  et al., 2012). Entre os modelos utilizados, inclui-se a LRA 

induzida por antibióticos aminoglicosídeos, como a GM. Sendo esse modelo 

largamente utilizado devido às alterações renais causadas por esses 

antibióticos serem muito semelhantes às observadas em seres humanos 

(Srinivas et al., 2010). 

A denominação aminoglicosídeo se deve ao fato da molécula ser 

constituída por dois ou mais aminoaçúcares unidos por ligação glicosídica à 

hexose ou aminociclitol que comumente está em posição central na molécula 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=F%C3%A4hling%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28138128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Srinivas%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21265465
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(Figura 1). Os aminoglicosídeos são extremamente solúveis em água, estáveis 

em pH 6 a 8, possuem estrutura polar catiônica e mostram um baixo grau de 

absorção gastrointestinal devido a sua natureza polar. Assim, a administração 

parenteral é normalmente utilizada (Oliveira et al., 2006). 

Sendo a nefrotoxicidade um dos principais efeitos colaterais dos 

antibióticos aminoglicosídeos, principalmente da GM (El-Kashe et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Estrutura química da gentamicina (C21H43N5O7). 

 

1.2. Nefrotoxicidade Induzida pela Gentamicina 

A GM é uma das drogas mais utilizadas no controle de infecções, isso se 

deve ao fato por ser um antibiótico de primeira linha para o tratamento de 

muitas infecções graves causadas por bactérias Gram negativas, pois 

apresenta taxas reduzidas de resistência e baixo custo (Selby et al., 2009; 

Negrette et al., 2013). 

Mesmo com esses pontos a seu favor, complicações graves como 

nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio neuromuscular são fatores limitantes 

do uso dos aminoglicosídeos em geral. A periodicidade relatada destes efeitos 

colaterais tem ampla variação, devido a diferentes critérios utilizados para 

diagnóstico. O bloqueio neuromuscular é infrequente, a ototoxicidade varia de 0 

a 62% e a nefrotoxicidade varia de 0 a 50% (Gilbert et al., 1995; Ali et al., 

2011). Essas alterações ocorrem em aproximadamente 30% dos pacientes 

tratados com esse antibiótico (Sun et al., 2013). 

Isso ocorre devido a uma quantidade relativamente grande da dose 

administrada (cerca de 10%) ser acumulada no rim, ao passo que é observado 

uma pequena distribuição da GM em outros tecidos (Nagai et al., 2004). O fato 

de ser insolúvel em lipídios faz com que a sua concentração em secreções e 

nos tecidos seja reduzida, pois atravessam mal as membranas biológicas que 

não tenham um mecanismo de transporte. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Kashef%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26272642
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A GM não é metabolizada, sendo eliminada por filtração glomerular e 

reabsorvida por endocitose pelos túbulos proximais, onde se acumula e 

permanece com uma meia vida no tecido renal estimada entre 30 e 700 horas 

(Sande et al.,1985; Kaloyanides et al.,1993). Acredita-se que a endocitose da 

GM ocorre devido à presença de receptores de lipoproteínas de baixa 

densidade, a glicoproteína, que é expressa na membrana apical do epitélio do 

túbulo proximal (Zheng et al., 1994; Mingeot-Leclercq et al., 1999; Junya et al., 

2001). Uma vez ligada à megalina, o complexo aminoglicosídeo-megalina é 

transportado para dentro da célula e se une ao lisossomo, onde se se acumula 

gradualmente e induz alterações nos ribossomos, mitocôndrias, na bomba 

Na/K-ATPase e morfológicas em decorrência da morte das células epiteliais 

tubulares, ocorrendo assim, a NTA (Lovelles et al., 1984; Bennett et al., 1998; 

Oliveira et al., 2009; Bell et al., 2014). 

A ação nefrotóxica da GM é maior quando a droga é administrada de 

forma fracionada em comparação quando usada em dose única. Isso ocorre 

devido à absorção saturada pelos rins desse aminoglicosídeo. Assim, um 

acúmulo maior da droga no córtex renal é observado, pois com doses 

fracionadas, menos droga é excretada, sendo acumulada e reabsorvida pelos 

túbulos (Giuliano et al., 1986; Tulken et al.,1989; Martínez et al., 2007). O 

grupamento amina é que confere a toxicidade do aminoglicosídeo, de modo 

que quanto maior o número de aminas maior a toxicidade do antibiótico. 

 

1.3. Necrose Tubular Aguda 

A NTA é descrita como uma característica da lesão renal aguda induzida 

pela administração da GM. Sendo localizada principalmente no túbulo proximal, 

ela pode variar desde uma pequena perda de células epiteliais renais que 

formam a borda em escova do túbulo proximal até uma necrose tubular severa 

(Juan et al., 2007; Sue et al., 2009; Lee et al., 2012). A GM se acumula no 

córtex renal causando, assim, uma desregulação dos mecanismos fisiológicos 

renais e também alterações morfológicas no rim (Martínez et al., 2007; Alarifi et 

al., 2012). 

Várias dessas modificações que são ocasionadas a partir do uso da GM 

podem ser usadas como indicadores de lesão renal das células tubulares. 

Pode-se citar como exemplo desses marcadores, o aumento plasmático de 
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creatinina, que é um indicador padrão para diagnóstico da LRA. A creatinina é 

um produto da metabolização da fosfocreatina, um composto de alta energia 

utilizado na contração muscular. Por esse motivo, a sua produção é 

proporcional à quantidade de massa muscular, sendo sintetizada nos rins, 

fígado e pâncreas e liberada nos fluidos corporais em uma taxa constante. Por 

ser livremente filtrada pelos rins, não ser reabsorvida e sofrer pequena 

secreção no túbulo distal, a creatinina é considerada o melhor marcador 

endógeno para função renal, já que permite avaliar o RFG. Com isso possui 

uma vantagem em relação aos marcadores exógenos, já que suas dosagens 

são de baixo custo e de fácil execução laboratorial (Bonventre et al., 2008). 

A presença na urina da glicoproteína lipocaína associada à gelatinase 

neutrofílica (NGAL), que pode ser identificada nas primeiras horas após a 

instalação da lesão renal, também é utilizada como um biomarcador renal. 

Assim, o aumento de NGAL urinário é considerado um marcador precoce para 

a NTA (Quintavalle et al., 2015). Outras alterações renais também devem ser 

consideradas, como, por exemplo, redução na concentração plasmática de 

potássio (Silan et al., 2007) e aumento na fração de excreção de sódio (De 

Barros et al., 1992; Volpini et al., 2004). 

São várias as alterações estruturais renais causadas pela administração 

da GM que levam ao desenvolvimento da lesão renal, como, por exemplo, a 

apoptose, bem como a necrose tubular (Otunctemur et al., 2013). O que faz 

com que ocorra apoptose ou necrose é a concentração de GM administrada. 

Assim, em baixas concentrações, ela pode causar apoptose e, em altas 

concentrações, pode levar à necrose (Leehey et al., 1993). 

A GM induz estresse oxidativo [aumento de espécies reativas de 

oxigênio (EROS)] que, por sua vez, causa morte celular em diferentes estágios 

da insuficiência renal devido a uma diminuição de enzimas antioxidantes 

(Balakumar et al., 2010; Lee et al., 2012). A GM aumenta diretamente a 

produção de EROS mitocondrial através da cadeia respiratória (Morales et al., 

2010; Félix et al., 2017). O estresse oxidativo causado pela GM pode ocorrer 

não somente pela via mitocondrial, mas também através de outras estruturas 

celulares, como o retículo endoplasmático, inibindo a síntese protéica e 

dependendo da concentração, pode alterar a viabilidade celular (Oishi et al., 

2015). 
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A inflamação renal é caracterizada pela infiltração de células 

inflamatórias tais como monócitos, macrófagos e miofibroblastos (Segerer et 

al., 2000; Schlondorff et al., 2008). Na presença da GM, macrófagos se infiltram 

no interstício tubular renal e subseqüentemente ativam a via NF-kB em 

resposta ao estresse oxidativo,liberando citocinas pró-inflamatórias. Essa via é 

conhecida por regular a expressão de numerosos genes envolvidos na 

inflamação e proliferação celular (Liu et al., 2004; Bottinger et al., 2004; Bae et 

al., 2013; Kalayarasan et al., 2009). 

Além disso, a disfunção mitocondrial e a ativação de metaloproteinases 

da matriz renal também estão envolvidas na nefrotoxicidade induzida por GM 

(Morales et al., 2010). 

 

1.4. O Sistema Renina Angiotensina (SRA) 

Diversos estudos sobre o SRA nos trazem informações coesas de que 

esse sistema seja um dos mais importantes na regulação da pressão arterial e 

da homeostase eletrolítica (Cooper et al., 2007; Sparks  et al., 2014). 

O primeiro estudo associado ao SRA foi realizado há aproximadamente 

120om anos por Tiegerstedt e Bergman, que observaram que a pressão arterial 

de coelhos anestesiados aumentava lentamente a partir do momento que 

recebiam um extrato não purificado de córtex renal. Esse extrato perdia sua 

função quando era aquecido. Assim, concluíram que a substância causadora 

desse efeito deveria ser uma proteína solúvel, a qual foi denominada renina. 

Essa descoberta ficou esquecida até 1934, quando um modelo de hipertensão 

renal mostrou que o aumento da pressão arterial estava associado à presença 

de uma substância no sangue, renovando, assim, o interesse pelo assunto, que 

até então não estava ligado à renina (Goldblatt et al., 1934). 

Usando o modelo de hipertensão renovascular, em 1940 Braun-Mendes 

e colaboradores isolaram uma substância vasoconstritora, que denominaram 

de hipertensina. Outro grupo de pesquisa que realizava experimentos 

semelhantes de forma independente identificou um composto similar que foi 

denominado angiotonina. Essa substância era um produto da ação enzimática 

da renina sobre uma proteína plasmática (Page et al., 1940). Foi somente em 

1958 que o nome angiotensina surgiu como a junção das duas denominações, 

uma vez que essas duas substâncias na verdade era apenas uma. A 
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abreviatura Ang foi sugerida em 1987 pela Organização Mundial de Saúde e 

pela American Heart Association (Dzau et al.,1987). Duas formas da 

angiotensina foram identificadas em 1954, a angiotensina (Ang) I (Asp1-Arg2-

Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7-Phe8-His9-Leu10) e Ang II (Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-

Pro7-Phe8), sendo que a primeira resulta da clivagem do angiotensinogênio 

pela renina e a segunda resulta da clivagem enzimática da primeira pela 

enzima conversora de angiotensina (ECA) (Figura 2) (Skeggs et al., 1954). A 

partir de então, iniciaram várias pesquisas e um enorme interesse pelo SRA. 

O SRA é descrito como uma cascata hormonal que controla várias 

funções biológicas e está presente na circulação ou localmente em vários 

tecidos, como vasos sanguíneos, rins, cérebro, pâncreas, órgãos reprodutores, 

tecido adiposo e coração (Thomas et al., 1990; Van Kats et al., 1998; Ferrario 

et al., 2010; Karnik et al., 2015). Assim, esse sistema pode atuar como um 

sistema regulatório duplo e independente, sanguíneo ou tecidual, e alguns 

estudos têm sugerido a existência de um SRA intracelular, atuando como um 

sistema hormonal intrácrino, no qual os componentes não seriam secretados 

para o meio extracelular, exercendo suas ações no interior da própria célula. 

Portanto, o SRA possui função endócrina, parácrina e intrácrino (Leung et 

al.,2007). 

Além da sua importância incontestável na regulação dos processos 

fisiológicos, o SRA possui um papel central na fisiopatogênese de várias 

doenças, como diabetes mellitus, insuficiência renal, hipertensão arterial, 

hipertensão pulmonar e acidente vascular encefálico (Fyhrquist et al., 2008; 

Ferreira et al., 2009; Ferreira et al., 2011). Nas últimas décadas, diversos 

estudos têm comprovado a eficácia de drogas que bloqueiam algumas vias do 

SRA no tratamento de doenças renais e cardiovasculares, incluindo as 

glomerulopatias proteinúricas e não-proteinúricas, a insuficiência renal crônica, 

a hipertensão arterial, o infarto do miocárdio e a insuficiência cardíaca (Rüster 

et al., 2006; Simões e Silva et al., 2006). 
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Figura 2: Esquema do sistema renina-angiotensina. Ang: angiotensina; ECA: enzima 

conversora de angiotensina; ECA2: enzima conversora de angiotensina 2; AP: 

aminopeptidase; AD: aspartato-descarboxilase; APA: aminopeptidase A; APD: 

aminopeptidase D; APN: aminopeptidase N; CP: carboxipeptidase; NEP: 

endopeptidase neutra; PCP: prolilcarboxipeptidase; PEP: prolilendopeptidase; AT1: 

receptor de Ang II do tipo 1; AT2: receptor de Ang II do tipo 2; Mas: receptor de Ang-(1-

7); IRAP: receptor de Ang IV; MrgD: receptor acoplado a proteína G relacionado ao 

Mas; Asp: aspartato; Arg: arginina; Val: valina; Tyr: tirosina; Ile: isoleucina; His: 

histidina; Pro: prolina; Phe: fenilalanina; Leu: leucina (Lanza, 2013). 

 

A Ang II é o principal peptídeo efetor do SRA, podendo ser formada, 

principalmente, a partir da clivagem da Ang I pela ECA (Herichová et al., 2016). 

Esse peptídeo também pode ser sintetizado, em condições patológicas, por 

uma via alternativa à ECA pela ação da quimase e da catepsina A sobre a Ang 

I. Essa via é ativada em menor freqüência do que a via Ang I/ECA (Urata et 

al.,1993). A Ang II é uma das principais moléculas reguladoras do equilíbrio 

hemodinâmico e da homeostase de líquidos e de sódio, e também participa do 

crescimento celular e do remodelamento cardiovascular. É sabido que a 
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ativação persistente da Ang II em condições patológicas pode produzir ações 

deletérias ao organismo, tais como aumento da produção de EROS, 

hipertensão sistêmica, ativação do crescimento celular, apoptose, migração e 

diferenciação celular e remodelação da matriz extracelular com consequente 

formação de fibrose intersticial em tecidos afetados (Rüster et al, 2006). Em 

alguns tecidos, como o renal, vascular e cardíaco, a Ang II pode ser 

responsável por vários eventos que medeiam o processo inflamatório, pois 

aumenta a permeabilidade vascular, promovendo a expressão e excreção de 

VEGF (Suzuki et al., 2003; Kitayama et al., 2006; Benigni et al., 2010) e induz a 

liberação de prostaglandinas e fator de crescimento de células endoteliais, que 

contribuem para a migração de células inflamatórias através da regulação de 

moléculas de adesão e quimiocinas pelas células residentes (Suzuki et al., 

2003; Ruiz-Ortega et al., 2006; Marchesi et al., 2008). 

A atuação da Ang II se dá através de dois receptores distintos acoplados 

à proteína G presentes na membrana plasmática, o AT1 e o AT2 (Hunyday et 

al., 2006). Esses dois receptores exercem, na maioria das vezes, funções 

contra-reguladoras, principalmente no sistema cardiovascular e renal (Miura et 

al., 213). O receptor AT1 está presente de forma mais abundante nos vasos 

sanguineos, rins, coração, fígado, cérebro, glândulas supra-renais, pulmões e 

fígado (Crowley et al., 2017). Ele medeia ações mais clássicas da Ang II com 

consequências prejudiciais se não forem contrabalanceadas, como a 

vasoconstrição, aumento da pressão arterial, estimulação do sistema nervoso 

simpático, retenção de água e sal, liberação de vasopressina e aldosterona, 

fibrose, crescimento e migração celular (Ardaillou et al.,1999). Novas funções 

estão sendo atribuídas ao receptor AT1, dentre elas é possível citar aumento da 

secreção de insulina, aumento de triglicerídeos no plasma, modulação do 

processo inflamatório, redução da gliconeogênese, indução de reabsorção 

óssea e uma possível intolerância à insulina (Ruiz-Ortega et al.,2006 ; 

Ramracheya et al., 2006; Queiroz-Junior et al., 2015). 

A  Ang II também se liga ao AT2, cuja expressão é maior no período fetal 

e neonatal, onde parece ser o responsável pelo remodelamento de vários 

órgãos (Kaschina et al., 2003; Hallberg., 2017). Ainda assim, continua 

exercendo um papel essencial na fase adulta, sendo expresso em órgãos como 

o cérebro, medula da glândula adrenal, rins e ovários (Jöhren et al., 2004). A 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crowley%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28151411
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estimulação do receptor AT2 promove vasodilatação, via liberação de óxido 

nítrico (NO) e bradicinina, inibição do crescimento do músculo liso vascular e 

analgesia (Thomas et al., 2003; Kusserow et al., 2004;  et al., 2014). O 

aumento da expressão de receptores AT2 tem sido descrito em processos 

patológicos periféricos (Inagami et al., 1999) e centrais em áreas importantes 

no controle cardiovascular (Lenkei et al., 1997). Estudos mais recentes 

mostraram a importância desse receptor na proteção contra a fibrose renal e 

lesão renal isquêmica, onde a falta de AT2 agravou a lesão renal e reduziu a 

sobrevivência (Benndorf et al., 2009). Entretanto, alguns estudos mostram que 

a estimulação desse receptor pode induzir alguns efeitos adversos, 

estimulando um estado pró-fibrótico, ativando o Fator de Necrose Tumoral (NF-

KB) e induzindo a produção de quimiocinas (Verdonk et al., 2012; Esteban et 

al., 2004). Desta forma, algumas ações da Ang II, via receptor AT2, parecem 

ser similares aos efeitos biológicos da ativação do receptor AT1 por esta 

angiotensina. 

Atualmente, o conhecimento sobre o SRA vem sendo ampliado e 

sofrendo modificações à medida que são descobertos e incorporados novos 

componentes biologicamente ativos ou não a esse sistema, como, por 

exemplo, a Ang III (Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7-Phe8), que é formada a partir 

da retirada de um aminoácido da extremidade amino-terminal da Ang II pela 

aminopeptidase A, que por sua vez pode ser clivada pela aminopeptidase N e 

formar Ang IV (Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7-Phe8). Recentemente, foi identificada a 

Alamandina (Ala1-Arg2-Val3-Tyr4-Ile5-His6-Pro7) formada pela ECA2 a partir da 

Ang A ou diretamente da Ang-(1-7) (Jankowski et al., 2007; Lautner et al., 

2013) (Figura 2). 

Desta forma, é postulado que o SRA seja composto por dois eixos 

contra-regulatórios (Figura 3). O primeiro, composto por ECA, Ang II e receptor 

AT1 e o segundo formado pela ECA2, Ang-(1-7) e receptor Mas (Probstfield et 

al., 2010; Ferreira et al., 2010). O equilíbrio entre estes dois eixos é de extrema 

importância para a manutenção da homeostase. 
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Figura 3: Eixos do sistema renina-angiotensina. ECA: enzima conversora de 

angiotensina; ECA2: enzima conversora de angiotensina 2; AT1: receptor de Ang II do 

tipo 1; Mas: receptor de Ang-(1-7). 

 

Nesse sentido, merecem destaque a Ang-(1-7), a ECA2 e o receptor 

Mas. O peptídeo Ang-(1-7) pode ser formado pela hidrólise da Ang I pela 

endopeptidase neutra (NEP) ou prolil-endopeptidase (PEP) e outras duas vias 

enzimáticas que envolvem a ECA2 também estão relacionadas com a síntese 

de Ang-(1-7), ou seja, pode ser gerada pela hidrólise sequencial da Ang I pela 

ECA2 formando a Ang-(1-9) que é subsequentemente, hidrolisada pela ECA ou 

NEP gerando a Ang-(1-7) ou pode ser formada diretamente através da hidrólise 

do aminoácido fenilalanina da Ang II (Figura 2). Esta última via aparentemente 

é mais importante bioquimicamente e fisiologicamente, uma vez que a 

afinidade catalítica da ECA2 é muito maior pela Ang II do que pela Ang I. 

Acredita-se também que esta via seja a mais importante para a formação de 

Ang-(1-7) no tecido renal (Donoghue et al., 2000; Santos et al., 2006). Uma vez 

formada, a Ang-(1-7) pode ser hidrolisada pela ECA formando a Ang-(1-5) 

(Ferreira et al., 2005; Santos et al., 2008; Dilauro et al., 2009). 
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A ECA2 é uma glicoproteína transmembrana descrita e caracterizada 

pela primeira vez no ano de 2000 por Tipnis e colaboradores e por Donoghue e 

colaboradores, dois grupos independentes de pesquisadores. Ela está presente 

predominantemente em células cardíacas, renais e testiculares, podendo ser 

encontrada em outros tecidos em menor quantidade. Por ser considerado o 

produto mais importante da ação enzimática da ECA2, a Ang-(1-7) ganhou 

destaque científico dentre os componentes do SRA nos últimos anos, pois esse 

peptídeo produz muitas ações opostas às da Ang II, incluindo ação 

antioxidante, antitrombótica, antiproliferativa, antifibrótica, anti-arritmogênica, 

efeito anti-inflamatório, vasodilatação produzida pela liberação de 

prostaglandinas e NO ou pela potenciação da bradicinina, aumento do fluxo 

urinário e excreção de sódio, contribuindo, assim, para a redução do volume 

sanguíneo (Ferrario et al., 2006; Santos et al., 2006; Keidar et al., 2007; Xiao et 

al., 2017). Estudos têm demonstrado que muitas destas ações são mediadas 

pelo receptor Mas, que é o principal mediador da vasodilatação e ações 

antiproliferativas desse peptídeo (Santos et al., 2003). O receptor Mas foi 

identificado em diversos órgãos e tecidos, sendo encontrado em maior 

abundância no coração, nos rins e nos testículos (Santos et al., 2008). Sua 

ação pode ser bloqueada especificamente pelo A-799 e pelo D-Pro-Ang-(1-7) 

(Santos et al., 2003). 

A Ang-(1-7) também pode interagir com receptores de bradicinina B2, 

AT1 e AT2 de Ang II, direta ou indiretamente, levando a efeitos vasculares 

(Soares et al., 2004). 

Assim, em conjunto, as descobertas envolvendo o Mas e a ECA2 

reforçaram a relevância biológica da Ang-(1-7). A partir desses estudos, firmou-

se o conceito de que o SRA possui um eixo intrínseco contra-regulador das 

ações da Ang II via receptor AT1, formado pela ECA2, Ang-(1-7) e Mas 

(Fyhrquistand et al., 2008). 

 

1.5. Papel do Sistema Renina-Angiotensina na Progressão da Lesão Renal 

Aguda 

É sabido que o SRA tem um relevante papel no desenvolvimento das 

doenças renais, contudo o seu envolvimento na LRA é pouco conhecido  

(Cao et al., 2016). Em condições patológicas, a Ang II pode produzir efeitos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cao%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27788506
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deletérios no tecido renal participando ativamente do desequilíbrio 

hemodinâmico renal e dos processos inflamatórios e fibróticos envolvidos na 

progressão da lesão renal (Brewster et al., 2004; Rüster et al., 2006). 

Poucos trabalhos relatam certo envolvimento do SRA na NTA induzida 

por GM. Em 1981, Schor e colaboradores evidenciaram que o uso do 

captropril, inibidor da ECA, melhorou a redução do RFG quanto do coeficiente 

de filtração glomerular, ambas induzidas pela administração de GM na dose de 

40 mg/kg/dia em ratos Wistar. Uma redução na função renal e um  aumento na 

expressão da proteína relacionada ao paratormônio (PTHrP), que é um fator 

mitogênico de células renais,estão relacionados ao SRA em uma quadro NTA 

induzida por GM, sendo essas alterações, cessadas pela ação do losartan, 

bloqueador do receptor AT1 de Ang II (Ortega et al., 2005). 

Apesar disso, aparentemente, a administração da GM não altera a 

afinidade da Ang II pelo receptor AT1 no glomérulo, ainda que a densidade do 

receptor seja menor no glomérulo de ratos tratados com o antibiótico, a 

atividade da renina não foi alterada pela administração da GM (Esquerro et al., 

1995). 

Hishida e colaboradores (1994) relataram um aumento significativo de 

renina no córtex renal quando se administra GM na dose de 40 mg/kg/dia por 

13 dias. Além disso, substâncias que suprimem a atividade do SRA, como o 

captopril, podem melhorar a função renal de ratos que desenvolveram NTA 

pelo uso da GM. 

Em um modelo de LRA induzida por sepse, Gupta e colaboradores 

(2007) observaram uma diminuição na expressão de ECA2 no tecido renal de 

ratos. Esse resultado corrobora com Silveira e colaboradores (2010), que 

mostraram que, em um modelo de LRA causada por isquemia/reperfusão em 

ratos, a expressão de RNA mensageiro da ECA2 estava diminuída após 4 

horas de reperfusão. O mesmo foi observado para a expressão do receptor AT1 

e, inversamente, houve um aumento na expressão do receptor Mas. Esses 

resultados sugerem que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas exerce um papel 

importante no desenvolvimento e na progressão da LRA. Assim, entender a 

participação do SRA no processo de instalação e manutenção da NTA tem sido 

o objetivo de vários estudos. 
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1.6. Ativação da ECA2 Endógena 

A ECA2 contrarregula as ações vasoconstritoras e proliferativas da Ang 

II através da degradação desse peptídeo e da estimulação dos efeitos 

vasodilatadores e antiproliferativos da Ang-(1-7), uma vez que ela degrada a 

Ang II com consequente formação de Ang-(1-7). Alterações na expressão desta 

enzima causam disfunções nos sistemas nervoso central, cardíaco, renal, 

pulmonar e vascular (Guang et al., 2012). Deste modo, esta enzima é vista com 

grande interesse na manutenção do equilíbrio do SRA (Towler et al., 2004; 

Huentelman et al., 2005; Lubel et al., 2008; Zhao et al., 2010). Em uma 

tentativa em demonstrar que a atividade da ECA2 exerce um importante papel 

na regulação do SRA, opondo-se aos efeitos da ECA, principalmente em 

órgãos como o coração e os rins (Chappell et al., 2004; Simões e Silva et al., 

2006; Santos et al., 2006), o número de pesquisas avaliando os efeitos dos 

ativadores dessa enzima nas diversas patologias aumentou. 

Um desses compostos é o 1-[[2- (dimetilamino)etil]amino] 4-(hidroximetil) 

-7-[[(4-metilfenil)sulfonil]oxi]-9H-xantona-9 (XNT) descrito através da técnica de 

virtual screening da molécula de ECA2 cristalizada (Hernandez-Prada et al. 

2008). O XNT causa um rápido decréscimo da pressão arterial quando  

administrado na veia jugular de ratos normotensos e de ratos 

 espontaneamente hipertensos (SHR) e reverte a fibrose cardíaca e renal 

induzida pela hipertensão. In vitro, esse composto aumenta em várias vezes a 

atividade da ECA2 (Hernandez-Prada et al. 2008). Ferreira e colaboradores 

(2011) demonstraram que o efeito antifibrótico do XNT está associado à 

inibição da fosforilação de cinases reguladas por sinais extracelulares (ERK1/2) 

e que a expressão da ECA2 é significativamente menor em ratos SHR quando 

comparado com animais normotensos, sendo que os níveis dessa enzima são 

restaurados com o tratamento com o XNT. Além disso, eles mostraram um 

aumento na atividade da ECA2 em animais SHR cronicamente infundidos com 

este ativador quando comparado com animais SHR tratados com salina. Assim, 

as evidências indicam que a ativação da ECA2 endógena pode prevenir e/ou 

retardar o desenvolvimento de lesões associadas à hipertensão arterial e de 

outras doenças cardiovasculares. Em outro estudo, o RNA mensageiro da 

ECA2 foi detectado em quase todos os segmentos do néfron de ratos, estando 

ausente apenas na porção ascendente fina da alça de Henle e com altos níveis 
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no túbulo proximal (Li et al., 2005). 

O XNT é de difícil dissolução em meio aquoso e possui alto custo, o que 

dificulta o seu uso nos diversos protocolos experimentais. Diante disto, outro 

ativador da ECA2 endógena, o aceturato de diminazeno (DIZE), foi descrito 

com o objetivo de obter um composto com características físico-químicas e 

financeiramente mais favoráveis. Assim, utilizando a mesma técnica  

empregada para a identificação do XNT, o composto DIZE foi descrito como 

um ativador da ECA2 (Kulemina et al., 2011). Este composto foi sintetizado 

pela primeira vez em 1954 para ser utilizado como um antiparasitário em 

doenças causadas por protozoários (Hochst,1954). Ele ainda continua sendo 

comercializado com essa finalidade após seis décadas de sua descoberta. 

Utilizando o DIZE como um ativador da ECA2 endógena, estudos 

recentes demonstram que o tratamento oral com esse composto atenua o 

desenvolvimento da hipertensão pulmonar, estimula o eixo vasoprotetor do 

SRA, melhora a função cardíaca e modula a ação das citocinas inflamatórias 

(Shenoy et al. 2013). Em um estudo realizado por Foureaux e colaboradores 

(2013), foi demonstrado que o tratamento crônico com o DIZE reduz a pressão 

intraocular de ratos, sendo que esse efeito foi parcialmente mediado pelo 

receptor Mas. A terapia com DIZE também causou efeito protetor na 

cardiomiopatia diabética (Coutinho et al., 2014) e na isquemia cardíaca (Qi et 

al., 2013), no controle do processo inflamatório em camundongos com uveíte 

(Zheng et al., 2014) e na modulação do perfil metabólico, reduzindo o acúmulo 

de gordura em ratos (Macedo et al., 2015). 
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II. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

O impacto das doenças renais no organismo humano é considerável, 

tendo em vista as múltiplas funções desempenhadas pelos rins. A LRA é um 

dos mais importantes problemas de saúde pública mundial da atualidade e o 

número de novos casos tem crescido exponencialmente nos últimos anos 

(Lameire et al., 2013). Assim, os esforços para reduzir o impacto da LRA são 

de suma importância no mundo atual. Consequentemente, estudos que visem 

o melhor conhecimento dos mecanismos envolvidos na patogênese e na 

fisiopatologia da LRA são fundamentais para a criação de novas estratégias 

preventivas e terapêuticas para retardar ou mesmo impedir a progressão da 

lesão renal. É notório na literatura o envolvimento do SRA na progressão da 

LRA (Cao et al.,2016). Por sua vez, a ECA2 exerce um papel importante no 

equilíbrio e manutenção do SRA. Estudos utilizando o tratamento crônico com 

o ativador da ECA2 endógena, o XNT, demonstraram que este composto 

melhora a função cardíaca, diminui a fibrose renal e cardíaca e reduz a pressão 

arterial em SHR (Hernandez-Prada et al., 2008; Murça et al., 2012; Haber et al., 

2014). Por outro lado, até o momento, poucos estudos avaliaram os efeitos do 

DIZE em ratos com LRA utilizando diferentes modelos experimentais. Assim, 

considerando o papel protetor da ECA2, hipotetizamos que a ativação dessa 

enzima utilizando o composto DIZE possa estar associado a ações benéficas 

na LRA induzida por gentamicina em ratos. 
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III. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos do ativador da ECA2, o composto DIZE, na LRA em ratos 

Wistar. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar a função renal de ratos tratados e não tratados com DIZE durante e 

após indução experimental de LRA. 

 

• Avaliar o perfil inflamatório e a expressão de citocinas por histomorfometria e 

ELISA, respectivamente, de ratos tratados e não tratados com DIZE durante e 

após indução experimental de LRA. 

 

• Mensurar componentes do SRA em urina de ratos tratados e não tratados 

com DIZE durante e após indução experimental de LRA. 
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Animais 

Para a realização do presente estudo foram utilizados ratos Wistar 

machos, com idade média de três meses e peso variando entre 250 e 300 g, 

provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB-UFMG. Os animais 

foram mantidos em biotério apropriado, sob temperatura ambiente e controle 

de luz automática (7-19 h). Os animais receberam ração para animais de 

laboratório e água ad libitum. Este projeto foi submetido e aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo de número 

435/15. 

 

4.2. Grupos Experimentais 

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais (Quadro 1), 

sendo que cada grupo foi composto por 7 animais. 

 

                      Quadro 1: Grupos experimentais e tratamentos administrados. 

 

 

CONT: controle; DIZE: aceturato de diminazeno; GM: gentamicina; SAL:     

salina. 

 

GRUPOS  TRATAMENTOS  

1- CONT/SAL  salina + salina  

3 - CONT/DIZE  salina + DIZE  

2 - GM/CONT GM + salina  

4 – TERAPÊUTICO GM + DIZE (7 dias) 

5 – PREVENTIVO GM + DIZE (14 dias) 
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4.3. Indução da LRA e Tratamento com DIZE 

Os animais foram colocados individualmente em gaiolas metabólicas 

durante 16 dias. Os três primeiros dias foram destinados à aclimatação. No 

quarto dia os animais receberam gentamicina (Gentatec®) por via subcutânea 

(80 mg/kg/dia, 0,1 mL/100 g de peso corporal da solução 40 mg/mL), duas 

vezes ao dia, sendo a primeira dose às 08:00 h da manhã e a segunda às 

16:00 h (Figura 1). Eles foram tratados de modo preventivo e terapêutico de 

acordo com os grupos experimentais especificados no Quadro 1. O DIZE 

(Sigma-Aldrich St. Louis, Mo, USA) foi administrado por via oral (1 mg/kg via 

gavagem) diluído em salina. A gavagem controle foi realizada com salina 0,9 % 

em volume equivalente ao do DIZE. 

 

4.4. Coleta, Eutanásia e Preparação dos Órgãos e Tecidos 

Alíquotas de urina (~1 mL) e de sangue de uma das veias da cauda (~1 

mL) foram coletadas em cada momento pré-determinado em tubos apropriados 

(Figura 4). Os tubos das amostras de sangue continham o anticoagulante 

citrato de sódio. O plasma foi separado por centrifugação (5000 rpm, 10 min) e, 

juntamente com a urina, foi armazenado a -20oC para análises posteriores da 

creatinina, osmolalidade, proteinúria e NGAL. O fluxo urinário (FU) e a ingestão 

de água também foram medidos utilizando gaiolas metabólicas (Figura 4). 

Na manhã seguinte ao último dia de tratamento, os animais foram 

anestesiados com uma injeção intramuscular de uma combinação de cloridrato 

de xilazina 2% (0,1 mL/100 g), utilizado como relaxante muscular, e cloridrato 

de ketamina 10% (0,1 mL/100 g), anestésico geral. Após a laparotomia e a 

coleta de sangue pela veia cava inferior, os ratos foram perfundidos com 

solução de PBS, através de cânula inserida no ventrículo esquerdo, até os rins 

expostos cirurgicamente tornarem-se limpos. Posteriormente, com a ajuda de 

uma tesoura, os rins foram rapidamente extraídos, descapsulados e 

armazenados de acordo com os protocolos a seguir. O rim direito foi  

seccionado transversalmente e colocado em frascos para fixação por imersão 

em formalina neutra tamponada (FNT) 10% à temperatura ambiente e, então, 

transferidos para uma solução de etanol 70%, para análises histológicas. O rim 

esquerdo foi cortado, transversalmente, na região do hilo. As duas partes foram 
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colocadas em dois pequenos tubos de plástico vazios, imersos em nitrogênio 

líquido e em seguida armazenados a -80ºC para os ensaios de biologia 

molecular e imunoenzimáticos. 

 

Protocolo Experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Protocolo experimental de indução de LRA utilizando GM e tratamento com 

o DIZE. DIZE: aceturato de diminazeno; GM: gentamicina; SAL: salina. 

 

4.5. Procedimentos Analíticos para Avaliação da Função Renal 

4.5.1. Dosagem de Creatinina 

O ritmo de filtração glomerular (RFG) foi estimado por meio do clearance 

de creatinina. As dosagens de creatinina urinária e sérica foram realizadas com 

o kit Bioclin K016 (Quibasa, Brasil), conforme instruções do fornecedor. Esse 

método consiste em uma reação colorimétrica entre a creatinina e o ácido 

pícrico, cujo produto é amarelo-avermelhado. Os meios de reação foram 

preparados de acordo com as orientações do fabricante. As amostras foram 

homogeneizadas e incubadas em banho-maria a 37ºC por 10 min. As  

absorbâncias das amostras e do padrão foram lidas em espectrofotômetro 

(Shimadzu,UV - 160 A, Japão) em comprimento de onda de 510 nm, acertando 

o zero com o branco. Essa absorbância foi utilizada para a determinação da 

• Aclimatação

• 1ª coleta urina e plasma

• Dosagem: ingesta hídrica 

e vol. urinário/24 h 

•3ª coleta urina e plasma

•Dosagem ingesta hídrica e 

vol. urinário/24 h 

DIAS

• Inicio tratamento com GM ou Sal

(Dose dividida  - 09:00h e às 17:00h)

•Inicio tratamento DIZE Preventivo

(Dose -12:00h )

8

• Término tratamento

com GM ou Sal

9

• Tratamento com DIZE

Preventivo e Terapêutico 

4 16

•Sacrifício e coleta rins

•2ª coleta urina e plasma

•Dosagem ingesta hídrica e 

vol. urinário/24 h 

• Inicio tratamento DIZE Terapêutico

9/150/3
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concentração de creatinina nas amostras de urina. Para as amostras de 

plasma, esse primeiro valor de absorbância foi denominado de A1. Após a 

leitura de A1, às amostras de plasma e ao branco foram adicionados 0,05 mL 

do reagente nº 4 (acidificação) e, após a homogeneização, uma segunda 

leitura de absorbância das amostras de plasma (A2) foi feita também a 510 nm, 

acertando o zero com o branco. As amostras de urina foram previamente 

diluídas 1:25 e não passaram pela etapa de acidificação como o plasma. 

 A concentração de creatinina, em mg/dL, foi calculada a partir da 

seguinte fórmula: 

Creatinina (mg/dL) = (A1-A2/absorbância padrão) x 3 

Como a reação segue a lei de Lambert-Beer, o fator de calibração pode ser 

usado. 

Fator de calibração = concentração do padrão / absorbância do padrão 

Creatinina (mg/dL) = (A1-A2) x fator de calibração 

RFG (mL/min) = ([creatinina] urina x fluxo urinário) / [creatinina] plasma 

 

4.5.2. Osmolalidade Plasmática e Urinária 

A medida da osmolalidade sérica e urinária foi feita utilizando um 

osmômetro de ponto de congelamento (Microsmette, Advanced Instruments). 

As amostras de plasma foram diluídas 1:2 e as amostras de urina foram 

diluídas 1:4. Previamente à leitura das amostras, o osmômetro foi calibrado 

com soluções padrões cujas concentrações eram de 100 mOsm/kg, 290 

mOsm/kg e 500 mOsm/kg. 

 

4.5.3. Cálculos de Outros Parâmetros Renais 

Conhecendo-se os valores do RFG e do FU, bem como da osmolalidade 

plasmática e urinária, calculou-se outros parâmetros renais, como descritos a 

seguir: 

 

 Fração de excreção de água: FEH2O (%) = FU / RFG x 100 

 Clearance de água livre: CH2O (Litros/24h) = FU – Cosm 
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 Clearance osmolar: Cosm (Litros/24h) = Osmolalidadeurina x FU / 

Osmolalidadeplasma 

 

4.5.4. Proteinúria 

Para determinar a concentração de proteína na urina, as amostras de 

urina (24h) coletadas ao final de cada período de coleta foram armazenadas a -

20 °C até o momento da dosagem. Essa dosagem foi feita utilizando o kit 

comercial Sensi Prot (Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brasil), de acordo com as 

instruções do fornecedor. A reação ocorre entre o vermelho de pirogalol e o 

molibdato de sódio que, quando combinado com a proteína presente na 

amostra, em meio ácido, desenvolve um cromóforo de cor azul. A intensidade 

da cor formada foi quantificada a 600 nm, sendo proporcional à concentração 

de proteína presente na amostra. 

Os valores foram calculados com base no fator de calibração e a 

concentração de proteína foi expressa em mg/dL. 

 

4.5.5. NGAL 

Os valores de NGAL foram obtidos por meio da técnica de ensaio 

imunoenzimático (Enzyme linked immunosorbent assay - ELISA). Após a 

coleta, as amostras de urina foram centrifugadas (5000 rpm, 10 min) e 

armazenados a -80 oC. A dosagem foi realizada utilizando o kit específico da 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA, Lipocalin-2/NGAL ELISA, seguindo o 

protocolo recomendado pelo fabricante. 

 

4.6. Determinação da Migração Celular para o Rim e Quantificação de 

Mediadores Inflamatórios 

4.6.1. Dosagem da Atividade de Mieloperoxidase e N-Acetil-β-D-

Glicosaminidase 

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada nos grânulos 

azurófilos de neutrófilos. A quantificação de MPO é uma técnica utilizada como 

um marcador bioquímico de recrutamento de neutrófilos para o foco 
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inflamatório e permite demonstrar o componente inflamatório de forma 

quantitativa (Mullane et al., 1985; Cross et al., 2003). Já a N-acetil-β-D-

glicosaminidase (NAG) é uma enzima lisossômica produzida por macrófagos 

ativados. A dosagem de NAG é uma técnica utilizada como índice da infiltração 

dessas células nos sítios inflamatórios (Bailey., 1988). 

 

4.6.2. Preparo das Amostras para Dosagem da Atividade de 

Mieloperoxidase e N-Acetil-β-D-Glicosaminidase 

Para realizar o processamento dos tecidos para os ensaios de MPO e 

NAG, adicionou-se 100 mg de rim a 1 mL da solução composta de NaCl 0,4 

mol/L, Na2HPO4 10 mmol/L, PMSF 0,1 mmol/L, cloreto de benzalcônio 0,1 

mmol/L, EDTA 10 mmol/L, tween 20 0,05% (p/v), BSA 0,5% (p/v) e aprotinina 

20 UI utilizando um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher 

Scientific Pennsylvania, EUA). Logo após, as amostras foram centrifugadas 

(10.000 rpm, 4 oC, 10 min). O pellet foi homogeneizado em 1,9 mL do Tampão 

1, pH 4,7, contendo 0,1 mol/L de NaCl, 0,02 mol/L de Na2HPO4 e 0,015 mol/L 

de EDTA, e centrifugado (10.000 rpm 4oC,10 min). O sobrenadante foi 

 desprezado e o pellet submetido à lise de hemácias através da adição de 1,5 

mL de NaCl 0,2% (p/v) por um período de aproximadamente 30 segundos. 

Decorrido esse tempo, foi adicionado 1,5 mL de uma solução de NaCl 1,6% 

(p/v) com glicose 5% (p/v) e a solução final foi homogeneizada e dividida 

igualmente em dois eppendorfs que foram centrifugados (10.000 rpm 4 oC, 10 

min). O sobrenadante foi novamente desprezado, cada tubo devidamente 

identificado (NAG e MPO) e foram adicionados 800 μL de salina 0,9% (p/v) 

com triton X-100 1% (p/v), para o ensaio de NAG; ou 800 μL de tampão fosfato 

[0,05 mol/L de Na3PO4 e 0,5% (p/v) de hexadecil-trimetil brometo de amônia 

(HETAB), pH 5,4] para o ensaio de MPO. Cada solução foi homogeneizada e 

congelada em freezer -80°C para posterior realização de ensaio enzimático. 

 

4.6.3. Dosagem da Atividade da Mieloperoxidase 

O tecido processado foi submetido a três ciclos de congelamento e 

descongelamento em nitrogênio líquido para liberação da enzima das vesículas 

citoplasmáticas e centrifugado (10.000 rpm, 4oC,15 min). O sobrenadante, 
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diluído em tampão fosfato [0,05 mol/L de Na3PO4 e 0,5 % (p/v) de hexadecil-

trimetil brometo de amônia em pH 5,4] na proporção de 1:2 foi utilizado para o 

ensaio enzimático. A reação se inicia com a adição de 25 μL  

tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) diluída em dimetilsulfóxido (DMSO, Merck) 

na concentração final de 1,6 mmol/L em 25 μL da amostra diluída em uma 

placa de 96 poços (C96 MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA). A placa foi levada a estufa a 37°C por 10 min e depois 

foram adicionados 100 μL de peróxido de hidrogênio 1,2 mmol/L em tampão 

fosfato de sódio 80 mmol/L, pH 5,4, e, em seguida, foi feita uma nova 

incubação a 37°C por 10 min. Para o término da reação, adicionou-se 100 μL 

de H2SO4 1 mol/L. A atividade da MPO foi calculada pela medida das 

alterações na densidade óptica (OD) a 450 nm. Os resultados foram expressos 

como unidades relativas de MPO em 100 mg de tecido. 

 

4.6.4. Dosagem da Atividade da N-Acetil-β-D-Glicosaminidase 

O tecido processado foi centrifugado (3.000 rpm,4oC,10 min) e o  

sobrenadante diluído na proporção de 1:2 em tampão citrato/fosfato (ácido 

cítrico 0,1 mol/L e Na2HPO4 0,1 mol/L em pH 4,5). A reação iniciou-se com a 

adição de 100 μL das amostras diluídas em uma placa de 96 poços. Às 

amostras foram adicionados 100 μL do substrato (p-nitrofenil-N-acedtil-β-D-

glicosamina, Sigma) diluído em tampão citrato/fosfato pH 4,5 na concentração 

de 2,24 mol/L. Sobrenadante e substrato foram incubados a 37°C durante 10 

min. Após essa incubação, a reação foi interrompida pela adição de 100 μL de 

tampão glicina 0,2 mol/L, pH 10,6. A absorbância foi analisada por  

espectrofotômetro (Spectra Max 190, Molecular Devices) no comprimento de 

onda de 405 nm. Os resultados foram expressos como unidades relativas de 

NAG em 100 mg de tecido. 

 

4.6.5. Processamento dos Tecidos para Quantificação de Citocinas 

Adicionou-se 100 mg de rim em 1 mL de solução de extração de  

citocinas [NaCl 0,4 mol/L, Na2HPO4 10 mmol/L, PMSF 0,1 mmol/L, cloreto de 

benzalcônio 0,1 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tween 20 0,05 % (p/v), BSA 0,5% 

(p/v) e a protinina 20 UI] para o processamento em homogeneizador de tecidos 
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(Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania,EUA). Logo após, as amostras 

foram centrifugadas (10.000 rpm, 4oC, 10 min), o sobrenadante foi recolhido 

em eppendorf e congelado a -80 °C para a detecção de citocinas por ELISA. 

 

4.6.6. Determinação dos Níveis de Citocinas e Quimiocinas 

A quantificação dos níveis de interleucina-1β (IL-1β), fator de necrose 

tumoral-α (TNF-), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10) no rim dos 

animais foi realizada através de ELISA, utilizando-se de kits específicos da 

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, EUA, seguindo os protocolos recomendados 

pelo fabricante. Todos os kits são baseados na técnica de ELISA em 

sanduíche. As concentrações foram expressas como pg/mL. A sensibilidade 

dos ensaios foi de 5 pg/mL para TNF- e IL-1β, 10 pg/mL para IL-10 e 36 

pg/mL para IL-6. 

 

4.7. Análise Histopatológica 

O rim direito de todos os animais foi coletado, colocado em solução de 

formol tamponado a 10 % e submetido à análise histológica. Técnicas 

convencionais de coloração com hematoxilina e eosina foram usadas na 

preparação das lâminas. Os cortes dos blocos foram não seriados com a 

intenção de visualização de néfrons diferentes. As fotos foram capturadas na 

objetiva de 40 vezes. 

 

4.8. Análise Morfométrica 

Todos os cortes histológicos foram visualizados pela objetiva de 40 

vezes para digitalização de 40 imagens através da microcâmera JVC TK-

1270/RGB (Tokyo, Japan), perfazendo uma área total de 21,3 x 105 m2 de 

interstício cortical renal analisado em cada animal. Uma sequência de 

algoritmos do programa KS300 foi elaborada para o processamento das 

imagens, segmentação, definição das condições de morfometria e contagem 

dos núcleos (Caliari et al., 1997). 

As técnicas de processamento de imagens foram aplicadas para 

evidenciar os núcleos das células. Através da segmentação, foram 
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selecionados os pixels dos núcleos de todos os tipos celulares presentes no 

interstício renal e excluídos aqueles do citoplasma celular e de outras 

estruturas do corte histológico. Mediante esse processo, foi criada uma imagem 

binária e contados os núcleos de todos os tipos celulares presentes no 

interstício renal. 

A contagem obtida nos animais controles foi considerada como o padrão 

normal de celularidade do interstício renal, sem infiltrado inflamatório. Já nos 

animais tratados com GM, foram contados os núcleos dos tipos celulares 

normalmente presentes no interstício renal e os núcleos dos leucócitos 

recrutados no processo inflamatório, permitindo a avaliação quantitativa da 

inflamação. 

 

4.9. Avaliação dos Níveis Urinários de Componentes do SRA 

 Os níveis de Ang II, Ang-(1-7), ECA e ECA2 foram medidos por meio 

da técnica de ensaio imunoenzimático (Enzyme linked immunosorbent assay - 

ELISA). Após a coleta, as amostras de urina foram centrifugadas (5000 rpm,10 

min) e armazenadas a -80 oC. A dosagem foi realizada utilizando o kit 

específico da MyBioSource, San Diego, CA, USA, de acordo com o protocolo 

recomendado pelo fabricante. 

Todos os kits são baseados na técnica de ELISA em sanduíche, com 

exceção da mensuração da ECA, onde o kit utiliza o método ELISA 

competitivo. As concentrações foram expressas como pg/mL. A sensibilidade 

dos ensaios foi de 1 pg/mL para ECA e ECA2, 2 pg/mL para Ang-(1-7) e 18,75 

pg/mL para Ang II. 
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4.10. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada com a utilização do software Graph 

Pad Prism 5. O teste estatístico empregado para a comparação das médias de 

vários grupos contendo dados com distribuição paramétrica foi One-way 

ANOVA seguido do pós-teste de Neuman-Keuls ou Bonferroni. 

Os resultados foram considerados significativos quando a probabilidade 

da ocorrência do erro do tipo 1 foi menor que 5% (p<0,05). Os valores foram 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 
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V. RESULTADOS 

5.1. Peso Corporal 

Os ratos que receberam GM com ou sem o tratamento com o DIZE 

tiveram redução acentuada do peso corporal em comparação aos grupos 

CONT/SAL e CONT/DIZE (Figura 5). O DIZE quando administrado em animais 

saudáveis não alterou esse parâmetro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Efeitos do DIZE no peso corporal de ratos com LRA ao final dos 15 

dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, GM/SAL n=7, 

Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± erro padrão 

*P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE (One-way ANOVA seguido do pós-

teste de Newman-Keuls). 

 

5.2. Peso dos Rins 

A Figura 6 mostra os efeitos da GM e do DIZE no peso dos rins direito e 

esquerdo dos ratos ao término do período experimental. Os ratos 

administrados com GM apresentaram um aumento no peso renal direito e 

esquerdo quando comparados aos grupos CONT/SAL e CONT/DIZE. Esse 

efeito não foi bloqueado pelo DIZE. O DIZE quando administrado em animais 

saudáveis não alterou esse parâmetro. 
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Figura 6 – Efeitos do DIZE no peso do rim direito e esquerdo em ratos com LRA 

ao final dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, 

GM/SAL n=7, Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± 

erro padrão *P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE (One-way ANOVA 

seguido do pós-teste de Newman-Keuls). 

 

5.3. Ingesta Hídrica, Volume Urinário e Balanço Hídrico 

O resultado da avaliação da ingesta hídrica, volume urinário e do 

balanço hídrico é indicado nas Figuras 7A, 7B e 7C, que mostram os efeitos da 

administração da GM e do tratamento com o ativador da ECA2 (DIZE) ao longo 

dos quinze dias do período experimental. A Figura 7A mostra que não houve 

alterações na ingesta hídrica ao longo dos 15 dias de experimento em todos os 

grupos avaliados. 

Já a Figura 7B mostra que não houve alteração no volume urinário no 

período basal e que a administração da GM após o 5º dia foi capaz de 

aumentar significativamente o volume urinário dos grupos GM/SAL, 

Terapêutico e Preventivo, quando comparados ao grupo CONT/SAL. Esse 

aumento permaneceu até o final do experimento. Observa-se que o DIZE foi 

capaz de reduzir o volume urinário do grupo Preventivo em relação ao grupo 

GM/SAL (15º dia). 

Em relação ao balanço hídrico, a Figura 7C demonstra que a GM foi 

capaz de aumentar o balanço hídrico dos grupos GM/SAL, Terapêutico e 

Preventivo ao longo do experimento. Exceção pode ser vista no grupo 
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Preventivo após a indução da LRA (5º dia) onde esse aumento não foi 

observado. Assim, a administração do DIZE não foi capaz de atenuar o 

aumento observado no balanço hídrico em ambos os grupos, preventivo e 

terapêutico, ao final do experimento. As alterações no volume urinário foram 

refletidas no balanço hídrico, ou seja, aumentos no volume urinário foram 

acompanhados por aumentos no balanço hídrico após a indução da LRA nos 

grupos GM, Terapêutico e Preventivo. 

A administração do DIZE no grupo CONT/DIZE não alterou nenhum dos 

parâmetros avaliados. 
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Figura 7 – Efeitos do DIZE na função renal de ratos com LRA induzida pela 

gentamicina (GM) sobre a ingesta hídrica (A), volume urinário (B) e balanço 

hidrico (C). Tempo 0, 5 dias após a administração da GM e do DIZE e ao final dos 15 

dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, GM/SAL n=7, 

Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± erro padrão 

*P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE, αP<0,05 vs. GM/SAL (One-way 

ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

5.4. Creatinina Plasmática e Ritmo de Filtração Glomerular 

Como mostrado na Figura 8A, a creatinina plasmática não estava 

alterada no tempo 0 em nenhum grupo experimental. A GM promoveu um 

aumento significativo da creatinina plasmática em ratos do grupo GM/SAL e 

Terapêutico no 5º e 15º dia do experimento. Essa alteração foi parcialmente 

revertida no grupo Terapêutico após o tratamento com o DIZE no 5º dia. Não 

foi observado nenhuma alteração no grupo CONT/DIZE. 

O RFG (Figura 8B) foi significativamente reduzido pela GM nos ratos dos 

grupos CONT/GM e Terapêutico no 5º dia e ao final do experimento. Esse 

efeito não foi observado no grupo Preventivo após o tratamento com o DIZE no 

dia 5 após a indução da LRA, sendo que houve uma normalização desse 

parâmetro após o 15ª dia de experimento em relação ao grupo CONT/SAL. O 

DIZE quando administrado em animais saudáveis não alterou esses 
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Figura 8 – Efeitos do DIZE na concentração plasmática de creatinina (A) e no 

RFG (B) de ratos com LRA. Tempo 0, 5 dias após a administração da GM e do DIZE 

e ao final dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, 

GM/SAL n=7, Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± 

erro padrão *P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE, αP<0,05 vs. GM/SAL e 

$P<0,05 vs. Terapêutico (One-way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 
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5.5. Clearance Osmolar e Clearance de Água Livre 

A Figura 9A ilustra os efeitos do DIZE no Cosm em ratos normais e em 

ratos com LRA induzida pela GM. Nenhuma alteração foi observada no tempo 

basal. No 5º dia após a indução da LRA, o grupo Terapêutico apresentou um 

aumento significativo em relação aos grupos CONT/SAL, CONT/DIZE e 

GM/SAL, sendo que o grupo Preventivo apresentou uma redução em relação 

ao grupo Terapêutico (5º dia). Ao final dos 15 dias, um aumento significativo foi 

observado apenas no grupo GM/SAL.  

Já o CH2O livre (Figura 9B) foi significantemente reduzido apenas no 

grupo GM/SAL após 5 dias da administração,da GM. Nenhuma outra alteração 

significativa foi observada nos tempos 0, 5º e 15º dias nos grupos avaliados. 
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Figura 9 – Efeitos do DIZE no clearance osmolar (A) e no clearance de água livre 

(B) em ratos com LRA. Tempo 0, 5 dias após a administração da GM e do DIZE e ao 

final dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, GM/SAL 

n=7, Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± erro padrão 

*P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE, αP<0,05 vs. GM/SAL e $P<0,05 vs. 

Terapêutico (One-way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

5.6. Osmolalidades Urinária e Plasmática 

As Figuras 10A e 10B mostram os valores das osmolalidades urinária e 

plasmática nos grupos experimentais propostos. Observarmos uma redução 

significativa na osmolalidade urinária nos grupos GM/SAL, Terapêutico e 

Preventivo no 5ª dia após indução da LRA em relação ao grupo CONT/SAL. No 

15ª dia, essa redução não foi observada no grupo Terapêutico. Além disso, o 

tratamento com o DIZE (preventivo ou terapêutico) reduziu o efeito da GM na 

osmolalidade urinária no dia 5 (Figura 10A). Não foram observadas alterações 

significativas nos três tempos experimentais na osmolalidade plasmática 

(Figura 10B). O DIZE quando administrado em animais saudáveis não alterou 

esses parâmetros. 
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Figura 10 – Efeitos do DIZE na osmolalidade urinária (A) e na osmolalidade 

plasmática (B) em ratos com LRA. Tempo 0, 5 dias após a administração da GM e 

do DIZE e ao final dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE 

n=7, GM/SAL n=7, Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a 

média ± erro padrão *P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE, αP<0,05 vs. 

GM/SAL e $P<0,05 vs. Terapêutico (One-way ANOVA seguido do pós-teste de 

Bonferroni). 

 

5.7. Fração de Excreção de Água Livre 

Não houve alterações nesse parâmetro no tempo basal. A GM promoveu 

uma elevação significativa da fração de excreção de água no 5º dia de 

tratamento nos grupos GM/SAL, Terapêutico e Preventivo em comparação com 

o grupo CONT/SAL. No 15º dia, esse resultado foi prevenido parcialmente no 

grupo Preventivo. O DIZE quando administrado em animais saudáveis não 

alterou esse parâmetro em nenhum dos tempos propostos. 
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Figura 11 – Efeitos do DIZE na fração de excreção de água livre em ratos com 

LRA. Tempo 0, 5 dias após a administração da GM e do DIZE e ao final dos 15 dias 

de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, GM/SAL n=7, Terapêutico 

n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± erro padrão *P<0,05 vs. 

CONT/SAL e #P<0.05 vs. CONT/DIZE (One-way ANOVA seguido do pós-teste de 

Bonferroni). 

 

5.8. Proteinúria 

A GM promoveu um aumento significativo na concentração de proteína 

excretada na urina (mg/24h) nos grupos GM/SAL, Terapêutico e Preventivo (5º 

dia) em relação ao grupo CONT/SAL. A quantidade de proteínas na urina no 

grupo Preventivo mostrou-se menor quando comparada ao grupo Terapêutico 

após o dano agudo renal. O uso do ativador da ECA2 foi capaz de amenizar a 

ação da gentamicina sobre os glomérulos nos grupos Terapêutico e Preventivo 

no 15º dia. Não ocorreram alterações significativas nos grupos experimentais 

no tempo 0. O DIZE quando administrado em animais saudáveis não alterou 

esse parâmetro. 
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Figura 12 – Efeitos do DIZE na excreção urinária de proteína em ratos com LRA. 

Tempo 0, 5 dias após a administração da GM e do DIZE e ao final dos 15 dias de 

experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, GM/SAL n=7, Terapêutico 

n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± erro padrão *P<0,05 vs. 

CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE, αP<0,05 vs. GM/SAL e $P<0,05 vs. Terapêutico 

(One-way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

5.9. NGAL 

Os níveis da proteína NGAL na urina ao final do protocolo experimental 

apresentaram-se significativamente aumentados nos ratos submetidos à 

administração da GM com ou sem o tratamento com o DIZE em comparação 

aos grupos CONT/SAL e CONT/DIZE (Figura 13). O DIZE quando administrado 

em animais saudáveis não alterou esse parâmetro. 
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Figura 13 – Efeitos do DIZE na excreção urinária da proteína NGAL em ratos com 

LRA ao final dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE 

n=7, GM/SAL n=7, Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a 

média ± erro padrão *P<0,05 vs. CONT/SAL e #P<0.05 vs. CONT/DIZE (One-way 

ANOVA seguido do pós-teste de Newman-Keuls). 

 

5.10. Atividade da Mieloperoxidase Renal 

Ao final dos 15 dias do experimento, a atividade da enzima MPO renal 

estava acentuadamente aumentada nos ratos do grupo GM/SAL, Terapêutico e 

Preventivo em comparação com os ratos ao grupo CONT/SAL e CONT/DIZE. 

Esse aumento foi significativamente reduzido nos ratos dos grupos Terapêutico 

e Preventivo quando comparados ao grupo GM/SAL. Essa diminuição foi maior 

no grupo Preventivo em comparação ao grupo Terapêutico (Figura 14). O DIZE 

quando administrado em animais saudáveis não alterou esse parâmetro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Efeitos do DIZE na atividade da enzima MPO em ratos com LRA ao 

final dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, 

GM/SAL n=7, Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± 

erro padrão *P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE, αP<0,05 vs. GM/SAL e 

$P<0,05 vs. Terapêutico (One-way ANOVA seguido do pós-teste de Newman-Keuls). 
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5.11. Atividades da N-Acetil-β-D-Glicosaminidase Renal 

A concentração de NAG no tecido renal nos grupos GM/SAL, 

Terapêutico e Preventivo estava aumentada em relação ao grupo CONT/SAL. 

Efeito esse parcialmente prevenido pelo tratamento com o DIZE, que 

apresentou uma redução siginificada em relação aos grupos GM/SAL e 

Terapêutico (Figura 15). O DIZE quando administrado em animais saudáveis 

não alterou esse dado. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Efeitos do DIZE na atividade da enzima  NAG em ratos com LRA ao 

final dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, 

GM/SAL n=7, Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± 

erro padrão *P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE, αP<0,05 vs. GM/SAL e 

$P<0,05 vs. Terapêutico (One-way ANOVA seguido do pós-teste de Newman-Keuls). 
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Preventivo quando comparado aos demais grupos. O DIZE quando 

administrado em animais saudáveis não alterou esses parâmetros (Figura 16). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Efeitos do DIZE nos níveis renais das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e 

TNF-α em ratos com LRA ao final dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL 

n=7, CONT/DIZE n=7, GM/SAL n=7, Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores 

representam a média ± erro padrão *P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE, 

αP<0,05 vs. GM/SAL e $P<0,05 vs. Terapêutico (One-way ANOVA seguido do pós-

teste de Newman-Keuls). 

 

5.13. Análise Histopatológica 
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parênquima renal (Figuras 17A e 17B). A GM atuou como um agente pró-

inflamatório causando um aumento focal do infiltrado inflamatório de células 

mononucleares, assim como da área intersticial e da necrose tubular,com uma 

evidente descamação tubular (Figura 17C). Nos grupos Terapêutico e 

Preventivo esse quadro foi observado com menor intensidade, com uma 

redução do infiltrado inflamatório, maior integridade tecidual e redução da 

necrose tubular (Figuras 17D e 17E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Fotomicrografias representativas dos efeitos do DIZE na morfologia 

renal em ratos com LRA ao final dos 15 dias de experimento. Grupos: (A) 

CONT/SAL n=7, (B) CONT/DIZE n=7, (C) GM/SAL n=7, (D) Terapêutico n=7 e (E) 

Preventivo n=6. (*) infiltrado celular e (seta) necrose tubular. H & E; barra 50 μm. 

 

5.14. Análise Morfométrica da Resposta Inflamatória 

O resultado da análise de celularidade do interstício renal está 

apresentado na Figura 18. Constata-se que nos grupos onde a GM foi 

administrada há um aumento do número de células inflamatórias quando 

comparado aos grupos CONT/SAL e CONT/DIZE. Esses valores foram 

significativamente reduzidos nos grupos tratados com GM e DIZE, tanto no 

protocolo preventivo quanto no terapêutico, confirmando, assim, a análise 
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morfológica mostrada anteriormente (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Efeitos do DIZE no número de células inflamatórias em ratos com 

LRA ao final dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE 

n=7, GM/SAL n=7, Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a 

média ± erro padrão *P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE e αP<0,05 vs. 

GM/SAL (One-way ANOVA seguido do pós-teste de Newman-Keuls). 

 

5.15. Níveis Urinários dos Componentes do SRA 

Conforme apresentado na Figura 19, logo após a indução da LRA não 

foram observadas alterações nos níveis urinários de ECA, Ang II e ECA2. 

Entretanto, o mesmo não foi visto na concentração da Ang-(1-7), cujos niveis 

urinários foram significativamente maiores no grupo Preventivo que nos demais 

grupos avaliados, Ao final do protocolo experimental, os níveis renais de ECA e 

Ang II nos grupos GM/SAL, Terapêutico e Preventivo foram reduzidos em 

relação aos grupos CONT/SAL e CONT/DIZE. Em relação à Ang-(1-7) ocorreu 

um aumento na concentração desse peptídeo no grupo Terapêutico em 

comparação com os grupos controles. O grupo Preventivo apresentou redução 

nos níveis de Ang-(1-7) em relação ao grupo Terapêutico. Não foram 

observadas alterações nos níveis de ECA2 no final do experimento. 
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Figura 19 – Efeitos do DIZE nos níveis urinários de ECA, Ang II, ECA2 e Ang-(1-7) 

em ratos com LRA. Tempo 5 dias após a administração da GM e do DIZE e ao final 

dos 15 dias de experimento. Grupos: CONT/SAL n=7, CONT/DIZE n=7, GM/SAL n=7, 

Terapêutico n=7 e Preventivo n=6. Os valores representam a média ± erro padrão 

*P<0,05 vs. CONT/SAL, #P<0.05 vs. CONT/DIZE, αP<0,05 vs. GM/SAL e $P<0,05 vs. 

Terapêutico (One-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey). 
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VI. DISCUSSÃO 

A busca por possíveis estratégias terapêuticas que possam prevenir ou 

atenuar as graves alterações causadas em virtude da instalação de um quadro 

de LRA são de extrema importância e cada vez mais desperta o interesse de 

pesquisadores (Michael et al., 2009). O diagnóstico e tratamento instituídos 

precocemente podem tornar reversível uma lesão nefrotóxica (Hammerman et 

al., 2000), contribuindo para a atenuação dos sintomas e evitando o 

agravamento e progressão para DRC (Robert et al., 2004; Chertow et al., 

2005). 

No presente estudo foi observado que os animais que receberam GM 

apresentaram, ao final do experimento, uma perda de peso corporal. Resultado 

semelhante foi relatado por Sodimbaku (2016), ou seja, a GM induziu uma 

perda de peso em relação aos animais controle. Essa alteração de peso pode 

estar associada a um quadro de desidratação, uma vez que ela foi 

acompanhada por um balanço hídrico negativo e um aumento na eliminação de 

urina sendo esses achados comumente induzidos pela GM (Feyissa et al., 

2013). Interessantemente, os animais tratados com DIZE (Terapêutico e 

Preventivo) apresentaram uma leve tendência de ganho de peso em relação 

aos animais GM/SAL. 

Como observado por Ali e colaboradores (2009), nosso trabalho também 

demonstrou que após a administração da GM há um aumento significativo no 

peso dos rins (direito e esquerdo) em relação aos controles. Essa ação 

nefrotóxica da GM remete-se possivelmente a um edema causado no órgão 

associado a um processo inflamatório local (Papanikolaou et al.,1992). O DIZE, 

por si só, não foi capaz de atenuar esse efeito nos grupos Terapêutico e 

Preventivo, podendo tal ação ser devido ao modelo patológico agudo, dose ou 

tempo de exposição usado em nosso trabalho. 

Ao avaliar o volume urinário, verificou-se uma elevação significativa do 

5° ao 15° dia de experimento em todos os grupos que receberam GM em 

relação aos controles. Por sua vez, o DIZE não exerceu nenhum efeito 

atenuante ou redutor no tratamento preventivo ou terapêutico em relação ao 

grupo CONT/SAL. Achados similares foram obtidos por Velkoska et al. (2015), 

que mostraram que o DIZE, após ser administrado por 2 semanas (15 mg/kg) 

em ratos Sprague Dawley em um modelo de DRC, não reduziu a produção de 
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urina em relação aos animais não tratados. O quadro de poliúria é bastante 

característico da NTA em decorrência do uso de GM (Destache et al., 2014), 

podendo ser explicado por uma alteração na formação de AMP cíclico, 

havendo uma redução na movimentação das aquaporinas para a membrana 

apical das células renais e contribuindo para a diminuição da reabsorção de 

água no ducto coletor com aumento na excreção de água (Lee et al., 2001; 

Ksiazek et al.,2002). 

Nesse estudo, não observamos alterações significativas na ingesta 

hídrica dos animais de todos os grupos avaliados (5 e 15 dias). Esse parâmetro 

é variável, pois depende do grau de hidratação do animal (Oliveira et al., 2016). 

No entanto, o balanço hídrico, que é a razão entre o FU e o volume de água 

ingerido, se mostrou significativamente elevado nos grupos GM/SAL e 

Terapêutico em relação ao grupo salina e no grupo Preventivo e demais grupos 

que receberam GM, logo após a indução de LRA e ao final do experimento, 

respectivamente. Esse aumento no balanço hídrico pode ter sido consequência 

de alterações no equilíbrio hidroeletrolítico, já que houve também um aumento 

do FU. 

Desse modo, modelos experimentais de LRA podem ser utilizados a fim 

de identificar possíveis estratégias terapêuticas (Singh et al., 2012). Em nosso 

estudo, a presença da LRA foi confirmada através da dosagem da creatinina 

plasmática, um biomarcador de função renal empregado clinicamente devido à 

estabilidade em sua formação e excreção (Abdelsameea et al., 2016). Quando 

mensuramos esse biomarcador no plasma dos animais que receberam GM, 

observamos um aumento em sua concentração, sendo notória ao final da 

indução da lesão renal e permanecendo elevada até o final do experimento em 

relação aos animais do grupo CONT/SAL. Em consonância com nossos 

resultados, muitos outros estudos têm relatado o mesmo aumento em animais 

que desenvolveram um quadro de NTA induzida por GM (Lopez-Novoa et al., 

2010; Abdel-Raheem et al., 2009). Contudo, apesar dos animais saudáveis que 

receberam o DIZE não terem apresentado nenhuma alteração nos níveis 

plasmáticos de creatinina, nos animais que foram tratados com o DIZE de 

forma preventiva os efeitos adversos da GM na redução dos níveis de 

creatinina logo após a indução e ao final do tratamento foram atenuados. Esse 

resultado corrobora com Malek e colaboradores (2014), que demonstraram 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580518
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uma redução na concentração dessa molécula em animais que receberam um 

pré-tratamento (15 mg/kg) por três dias com DIZE antes da indução do modelo 

de LRA por isquemia/reperfusão renal. O mesmo não foi observado em nosso 

trabalho, nos animais tratados terapeuticamente, que mantiveram valores 

similares aos dos animais doentes não tratados com DIZE. Em conformidade, 

os resultados de Velkoska e colaboradores (2015) mostraram que animais com 

doença renal secundária e nefrectomia parcial tratados com DIZE (15 mg/kg) 

por duas semanas não demonstraram nenhuma melhora em relação aos 

animais controle. 

Em paralelo ao aumento da creatinina plasmática, foi constatada uma 

redução no RFG logo após a indução da LRA e também ao término do 

protocolo experimental. Essa modificação causada pela GM se deve a 

contração e a proliferação das células mesangiais do corpúsculo renal, células 

que dão suporte estrutural ao glomérulo (Martínez-Salgado et al., 2007).  Esse 

efeito causado pela GM não foi observado nos animais que receberam o DIZE 

preventivo, sendo, portanto, capaz de preservar esse parâmetro de função 

renal. O RFG é o melhor método disponível para estimar a presença de lesão 

glomerular difusa de grau leve a moderado com subsequente acúmulo de 

compostos nitrogenados (Moran et al., 1992). Acreditamos que o tratamento 

com o DIZE possivelmente ativou a ECA2, que juntamente com a Ang-(1-7), 

estão associados ao eixo vasodilatador do SRA que contrapõe às ações do 

eixo ECA/Ang II/AT1. É sabido que um aumento nos níveis renais da enzima 

ECA e dos receptores AT1 são capazes de ativar o eixo vasoconstritor desse 

sistema. A Ang II, por exercer esse efeito vasoconstritor, pode diminuir o RFG 

(Hishida et al., 1994). Em um experimento realizado por Van der Wouden et al. 

(2006) onde eles avaliaram in vitro e in vivo os efeitos da Ang-(1-7) na 

vasculatura renal de ratos, foi concluído que a Ang-(1-7) por si só não afeta a 

função vascular, mas impede que a Ang II induza a vasoconstrição das artérias 

renais. Esses dados podem ser sustentados quando inibidores de ECA são 

usados, inativando a via principal de formação da Ang II, com consequente 

melhora na filtração glomerular de ratos com LRA (Yamada et al., 1992). Em 

contrapartida, não observamos uma recuperação nos animais tratados 

terapeuticamente com DIZE em relação aos animais CONT/SAL. 
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Um aumento na FEH2O já era esperado, pois observamos um aumento 

no FU concomitantemente a uma redução do RFG nos animais que receberam 

GM logo após o fim do período de indução da LRA, persistindo até o fim do 

experimento. O aumento desse parâmetro se justifica por ser uma variável 

diretamente proporcional ao FU e inversamente proporcional ao clearance de 

creatinina. Por outro lado, o grupo Preventivo demonstrou uma redução 

significativa em relação aos demais grupos (GM/SAL e Terapêutico). Além 

disso, em consequência das alterações na FEH2O houve uma redução notória 

na osmolalidade urinária nos grupos GM/SAL, Terapêutico e Preventivo (5° 

dia), permanecendo ao final do 15º dia, com exceção do grupo Terapêutico, 

que demonstrou uma melhora compatível ao grupo CONT/SAL. É descrito na 

literatura que animais tratados com GM apresentam uma redução na 

osmolalidade urinária, não ocorrendo o mesmo com a osmolalidade plasmática, 

cuja alteração não é característica da NTA causada pela GM (Lee et al., 2001; 

Bae et al., 2007). De acordo com relatos de Joyner et al. (2008), ratas que 

receberam um tratamento com Ang-(1-7) apresentaram um aumento na 

osmolalidade urinária e uma redução no fluxo urinário, podendo assim, justificar 

a atenuação na FEH2O e na osmolalidade urinária nos animais com LRA 

tratados com DIZE observadas em nosso trabalho. 

A excreção urinária de proteínas ou proteinúria é um reflexo da alteração 

na integridade da estrutura glomerular e tubular indicando a progressão da 

lesão renal e é usada também para comprovar a eficácia de determinados 

tratamentos (Gowda et al., 2010). Em nosso trabalho, houve uma acentuada 

NTA nos animais de todos os grupos administrados com GM, evidenciando 

pelo aumento da proteinúria logo após a indução da LRA. Nos animais tratados 

preventivamente com o DIZE, houve uma tendência de atenuação da 

proteinúria. Ao final do experimento, uma redução estatística na excreção 

urinária de proteínas foi demonstrada nos animais tratados com DIZE, 

preventivamente ou terapeuticamente em relação ao grupo GM/SAL. Esses 

dados indicam que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas desempenha um papel 

fundamental na função renal, como já relatado por Jorge e colaboradores 

(2011). Esses autores mostraram que ratos espontaneamente hipertensos 

tratados com Ang-(1-7) reduziram significativamente os níveis de proteinúria e 

apresentaram uma melhoria na depuração da creatinina. Presume-se, assim, 
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que a ação do DIZE como ativador da ECA2 possa estar envolvida na melhora 

dos animais com LRA. 

Verificamos que a administração da GM aumentou significativamente o 

Cosm do grupo Terapêutico ao final do período da indução da LRA em relação 

ao grupo CONT/SAL, não permanecendo ao final do tratamento com o DIZE. 

Além disso, esse aumento não foi observado no grupo Preventivo, existindo, 

assim, um efeito protetor do DIZE na reabsorção de água nos ductos coletores. 

Contudo, em relação ao grupo GM/SAL, após a indução da LRA, foi observada 

apenas uma tendência de aumento desse parâmetro quando comparado ao 

grupo CONT/SAL, havendo ao final do experimento uma elevação expressiva. 

Em relação ao CH2O, a GM, por si só, tornou-o menos negativo. Essa 

alteração apesar de demonstrar uma tendência, não se manteve ao final do 

experimento, sugerindo uma correta reabsorção de água pelos segmentos 

distais do néfron. A elevação da excreção de CH2O é uma consequência do 

aumento da excreção urinária  causada pela GM em virtude da NTA. 

Entre os biomarcadores de função renal usados na atualidade, a NGAL 

vem sendo empregada por determinar precocemente a LRA, sendo uma 

ferramenta útil no diagnóstico de lesões e recuperação renal. As células 

tubulares renais são capazes de produzir e liberar NGAL diante de uma 

alteração no tecido renal. Um aumento drástico urinário e plasmático pode 

ocorrer em até duas horas após as primeiras alterações renais causadas pela 

LRA (Bolignano et al., 2008; Kuwabara et al., 2009). Em contraste, um aumento 

na concentração plasmática de creatinina só ocorre em 1 a 3 dias após a lesão 

renal (Bennett et al., 2008). Nosso trabalho evidenciou um aumento de NGAL 

urinário em animais com LRA, sendo que o DIZE não apresentou nenhum 

efeito protetor nos animais tratados preventivamente ou terapeuticamente. 

Recentemente, Luo e colaboradores (2016) mostraram em ratos tratados com 

GM por 1, 3 ou 7 dias um aumento renal expressivo da NGAL. Pressupomos 

que esse aumento urinário persistiu nos animais tratados com DIZE devido à 

persistência da lesão tecidual, principalmente dos túbulos proximais, já que é 

sabido que uma regulação de NGAL ocorre após a recuperação tecidual à 

lesão renal (Supavekin et al., 2003; Mishra et al., 2003). 

Deve ser enfatizado que a fisiopatologia da maioria das doenças renais, 

seja aguda ou crônica, está associada a um processo inflamatório no tecido 
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renal. Vários sistemas estão envolvidos na modulação do processo inflamatório 

nesse tecido, sendo que o SRA parece ter uma ação central nessa função 

(Benigni et al., 2010). Acredita-se que o SRA possa modular o processo 

inflamatório e que a Ang II aja na regulação da síntese de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas renais (Ferrario et al., 2011). A LRA desencadeia 

uma cascata inflamatória que desempenhará um papel fundamental na 

fisiopatologia da doença (Stroo et al., 2010). A resposta inflamatória está 

relacionada ao aumento dos níveis do fator de crescimento tumoral β (TGF-β), 

endotelina, Ang II, ativação de células residentes e um aumento na produção 

de citocinas (Klahr et al., 2000; Geleilete et al., 2002; Bledsoe et al., 2006). 

Na doença renal progressiva, incluindo a nefropatia induzida pela GM, a 

inflamação renal, caracterizada pela infiltração de células como 

monócitos/macrófagos, vem sendo associada ao processo de evolução dessas 

doenças (Schlondorff et al., 2008). Com isso, o controle das respostas 

inflamatórias emerge como um alvo terapêutico para a LRA. Estudos relatam 

que o DIZE exerce propriedades antiinflamatórias. Tal ação foi verificada por 

Zheng e colaboradores (2015) que observaram uma redução significativa no 

quadro inflamatório de ratos com uveíte tratados com DIZE. O tratamento com 

o ativador de ECA2 também foi capaz de atenuar o processo inflamatório nas 

veias respiratórias em ratos asmáticos (Dhawale et al., 2016) e de suprimir a 

produção de citocinas próinflamatórias (IL6, IL12, TNF e IFNy) em um 

processo infeccioso causado por Trypanosoma congolense (Kuriakose et al., 

2012). 

Inúmeros estudos apontam um papel crucial para o eixo ECA2/Ang-(1-

7)/Mas inibindo os efeitos inflamatórios em várias patologias (Regenhardt et al., 

2013). Esse conceito está de acordo com nossos achados, nos quais os 

animais com LRA apresentaram um aumento nos níveis de TNF-α, IL-6 e IL-1β 

e os níveis de IL-10 permaneceram basais, sendo que nos animais que 

receberam o DIZE preventivamente esse aumento foi parcialmente abolido e 

um aumento na concentração da citocina IL-10 foi observado. Cabe ressaltar 

que nos animais com LRA tratados terapeuticamente com DIZE a única 

melhora observada foi nos níveis de TNF-α. 

Outro parâmetro inflamatório avaliado foi a atividade de MPO que se 

mostrou elevada nos animais com LRA, assim como foi demonstrado por 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bledsoe%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16401625
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Grone et al. (2002) que observaram um aumento dessa enzima em tecidos 

renais com lesão aguda. No entanto, nos animais que receberam o DIZE como 

ação preventiva aos efeitos da GM, esse quadro foi abolido significativamente, 

não ocorrendo o mesmo com os animais tratados terapeuticamente quando 

comparado com o grupo CONT/SAL. Entretanto, em relação ao GM/SAL uma 

redução significativa foi observada. A avaliação histopatológica, no presente 

estudo, constatou que na contabilização dos núcleos de células monucleadas 

que compõem o infiltrado inflamatório tecidual, o DIZE promoveu uma redução 

no número dessas células nos grupos Preventivo e Terapêutico em relação ao 

grupo GM/SAL. Esses achados são de extrema relevância, pois demonstram 

que o DIZE foi capaz de modular o processo inflamatório no grupo Preventivo e 

de atenuar esse quadro no grupo Terapêutico. Corroborando tais resultados, 

quando ocorre a deleção do gene ECA2 em camudongos com LRA, há um 

aumento significativo na inflamação celular, expressão de citocinas pró-

inflamatórias, apoptose e estresse oxidativo, demonstrando um efeito protetor 

da ECA2 (Fang et al., 2003). Sendo assim, o controle das respostas 

inflamatórias emerge como alvo terapêutico para cessar a LRA. 

Nos rins, a enzima NAG é encontrada predominantemente nos túbulos 

proximais e devido ao seu alto peso molecular não é livremente filtrada, de 

modo que um aumento em sua atividade pode indicar um quadro de lesão 

tubular (Bazzi et al., 2002; Vaidya et al., 2008). Uma alta atividade urinária de 

NAG pode evidenciar a presença de doença renal ou dano tóxico (Sirota et al., 

2011), como evidenciado em nosso trabalho nos animais que receberam a GM. 

Porém, a ativação da ECA2 foi capaz de diminuir preventivamente a atividade 

renal de NAG nos animais com LRA, sugerindo que o DIZE foi capaz de regular 

a atividade dessa enzima diante da lesão renal. 

Dentre as ações desempenhadas pelo SRA renal, destaca-se sua 

participação na progressão ou melhora da lesão renal, basicamente pelo 

balanço entre os dois eixos principais que compõem esse sistema (Otte et al., 

2009). Por conseguinte, a avaliação e identificação dos componentes do SRA 

são de extrema importância, sobretudo em condições patológicas ou após uma 

intervenção terapêutica (Mark et al., 1998) e na possível aplicabilidade desses 

componentes como biomarcadores (Efrati et al., 2012). A ECA, por exemplo, 

tem importante papel no SRA por atuar na conversão da Ang I em sua forma 
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ativa vasoconstritora, a Ang II (Wong et al., 2015). Nesse aspecto, quando 

avaliamos nossos dados, nenhuma alteração na concentração urinária da 

enzima ECA foi observada no 5° dia após a administração da GM em nenhum 

grupo avaliado. Diferentemente, ao final do 15° dia houve uma redução dessa 

enzima nos grupos GM/SAL, Preventivo e Terapêutico em relação aos grupos 

CONT/SAL e CONT/DIZE. Tais alterações refletiram diretamente nos 

resultados de Ang II obtidos, onde não foi observada nenhuma alteração nos 

grupos propostos imediatamente após a indução da LRA, mas ao final do 

experimento uma redução urinária foi observada nos grupos que receberam 

GM em relação aos grupos controle. Esses resultados podem ser explicados 

por um possível aumento do peptídeo Ang II somente evidenciado com o 

progresso da LRA. É bem descrito na literatura que a Ang II desempenha um 

papel importante na progressão da lesão renal (Funk, 2001). Um aumento de 

Ang II no tecido renal poderia justificar alterações no RFG, proteinúria e no 

quadro inflamatório de animais com NTA. A redução de excreção urinária de 

Ang II tem sido relatada em pacientes hipertensos (Fukuchi et al., 1974). 

Em 2015 foi relatado pela primeira vez por Velkoska e colaboradores 

que ratos tratados por 2 semanas com DIZE (15 mg/kg/dia) antes da indução 

de DRC apresentam um aumento da atividade da ECA2 urinária associada a 

uma redução da mesma no córtex renal dos animais doentes. Ainda assim, 

eles não constataram nenhum efeito benéfico do DIZE na pressão arterial e 

função renal desses animais. Observação oposta foi vista em nossos 

resultados, onde nenhuma alteração nos níveis urinários da ECA2 em todos os 

tempos analisados foi descrita. Entretanto, presumimos que possa ter havido 

um aumento tecidual dessa enzima com consequente aumento urinário do 

peptídeo Ang-(1-7) no grupo Preventivo posteriormente à implantação da LRA. 

Ao final do protocolo proposto, um aumento também foi demonstrado no grupo 

Terapêutico em relação ao grupo GM/SAL. Ferrario e colaboradores (2005) 

descreveram um aumento da atividade da ECA2 no tecido renal de ratos que 

receberam um inibidor de ECA, com aumento dos níveis urinários e teciduais 

de Ang-(1-7). Por fim, o aumento urinário da Ang-(1-7) nos grupos Preventivo 

(5 dias) e Terapêutico (15 dias), juntamente com os dados da literatura, 

sustentam a hipótese de que a ativação da ECA2 desencadeia efeitos 

renoprotetores. Entretanto, uma limitação que deve ser pontuada é de que, 
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além dos níveis urinários dos componentes do SRA, as suas concentrações 

renais também devem ser avaliadas, uma vez que nem sempre existe uma 

correlação positiva entre esses dois ambientes no que diz respeito às 

concentrações de membros do SRA. 

Em conjunto, os dados desse estudo mostram que a GM induz lesão 

renal aguda, pois altera a maioria dos parâmetros renais avaliados. Além disso, 

o DIZE nas condições utilizadas de dose e tempo de tratamento foi capaz de 

modificar a maior parte dessas alterações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII. CONCLUSÕES 

O DIZE melhorou os parâmetros de função renal dos animais com LRA. 

Esses efeitos foram mais evidentes quando o composto foi administrado de 

maneira preventiva, modulando o perfil inflamatório dos animais, o que não foi 

observado de maneira clara nos animais do grupo Terapêutico. A 

administração do DIZE alterou os níveis urinários de componentes do SRA nos 

dois protocolos avaliados. Assim, de uma maneira geral, esses resultados 

sugerem que a ativação da ECA2 é uma possível estratégia terapêutica para 

prevenir, bem como para tratar, a LRA. 
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