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Resumo

Sabe-se que o0 estresse oxidativo e o aumento da atividade nervosa
simpatica renal (ANSr) exercem um importante papel na hipertenséo arterial
(HA). Sob condigbes fisiologicas, as fibras simpaticas renais controlam a
liberacdo de renina, a reabsorcao de sédio e a vasoconstricdo renal. Além da
inervacao do sistema nervoso simpatico (SNS), o rim é inervado por fibras
sensoriais, ou aferentes, que sinalizam alteracdes intrarrenais para o encéfalo
e, através de vias neurohumorais, podem modificar a ANSr. Na HA, estudos
evidenciam que 0s nervos renais contribuem para o desenvolvimento da injuria,
inflamacdo e aumento na excrecdo renal de proteinas. Apesar dos estudos
clinicos mostrarem que a denervagao renal € um método efetivo na reducgio da
pressdo arterial (PA) em pacientes hipertensos refratarios ao tratamento
farmacolégico, a remogao das fibras simpaticas renais pode comprometer o
papel fisiologico do SNS no controle renal da PA diante de desafios
homeostaticos. Portanto, diante dessas evidéncias este trabalho avaliou os
efeitos da denervacido seletiva das fibras sensoriais renais em parametros
cardiovasculares e renais de ratos Wistar 2 rins, 1 clipe (2R1C). Para a indugéo
da HA, a artéria renal esquerda foi parcialmente ocluida pela inser¢cdo de um
clipe de prata (0,2 mm de abertura). Apds 4 semanas, a denervagao aferente
renal (DAX) foi realizada através da exposi¢do do nervo renal a uma solugao de
capsaicina 33 mM por 15 minutos, sabe-se que a capsaicina em altas
concentracbes € capaz de dessensibilizar o receptor vanildide de potencial
transitério 1 (TRVP1) e depletar a produgdo de substéncia P e do gene
relacionado ao peptideo de calcitonina (CGRP). Apds 2 semanas da DAX, foi
observado reducao significante da presséo arterial média (PAM) e da ANSr
para ambos o0s rins isquémico e contralateral. Quanto ao estresse oxidativo,
observou-se uma redugao das espécies reativas de oxigénio em ambos os rins,
isquémico e contralateral, sem alteracdo na atividade das enzimas
antioxidantes no grupo 2R1C. Adicionalmente, houve aumento na expressao
de receptores AT-1 de Ang Il e das subunidades da NADPH oxidase, p47phox
e gp91phox no rim isquémico dos animais hipertensos e a DAx foi capaz de

reduzir estes niveis. Ademais, a DAXx foi capaz de melhorar proteinuria e a
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microalbuminudria, sem alteracdo na excrecao de proteinas de baixo peso
molecular, como RBP4 nos ratos hipertensos. Entretanto, com relacdo a
avaliagcdo da expressao das proteinas estruturais dos poddcitos, podocina e
nefrina, e dos receptores endociticos presentes no tubulo renal, megalina e
cubilina, ndo se obteve diferengas entre os grupos em ambos os rins. Em
conjunto, nossos dados demonstram que apesar da DAx reduzir parcialmente a
PAM, a ANSr, o estresse oxidativo renal, a proteinuria e a lesdo glomerular séo
melhorados no modelo renovascular. Portanto, o presente estudo sugere que a
remocgao das fibras aferentes renais € um método efetivo na melhora da HA e

hiperatividade simpatica em um modelo de hipertensao experimental.

Palavras-chaves: 1.Sistema Nervoso Simpatico. 2. Hipertensao Renovascular.
3. Denervacdo Aferente. 4. Estresse Oxidativo. 5. Angiotensina II. 6.

Proteinuria.
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Abstract

It is known that oxidative stress and increased renal sympathetic nervous
activity (rSNA) play an important role in arterial hypertension (AH). Under
physiological conditions, renal sympathetic fibers control renin release, sodium
reabsorption, and renal vasoconstriction. In addition to innervation of the
sympathetic nervous system (SNS), the kidney is innervated by sensory or
afferent fibers, which signal intrarenal changes to the brain and, through
neurohumoral pathways, can modify the rSNA. In AH, studies have shown that
the renal nerve contributes to the development of injury, inflammation and
increased renal excretion of proteins. Although clinical studies have shown that
renal denervation is an effective method of reducing blood pressure (BP) in
hypertensive patients refractory to pharmacological treatment, the removal of
renal sympathetic fibers may compromise the physiological role of SNS in renal
BP control of homeostatic challenges. Therefore, in light of these evidences,
this work evaluated the effects of selective denervation of renal sensory fibers
on cardiovascular and renal parameters of Wistar rats 2 kidneys, 1 clip (2K1C).
For the induction of AH, the left renal artery was partially occluded by the
insertion of a silver clip (0.2 mm gap). After 4 weeks, afferent renal denervation
(ARD) was performed by exposing the renal nerve to a 33 mM capsaicin
solution for 15 minutes, it is known that capsaicin at high concentrations is able
to desensitize the transient potential vanilloid receptor 1 (TRVP1) and deplete
the production of substance P and the calcitonin peptide-related gene (CGRP).
After 2 weeks of ARD, there was a significant reduction of mean arterial
pressure (MAP) and rSNA for both ischemic and contralateral kidneys. As for
oxidative stress, a reduction in both kidneys was observed, ischemic and
contralateral in the 2K1C group. In addition, there was an increase in the
expression of Ang Il AT-1 receptors and the subunits of NADPH oxidase,
p47phox and gp91phox in the ischemic kidney of hypertensive animals and
ARD was able to reduce these levels. Also, ARD was able to improve
proteinuria and microalbuminuria, without alteration in the excretion of low

molecular weight proteins, such as RBP4 in hypertensive rats. However, in
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relation to the evaluation of the expression of the structural proteins of the
podocytes, podocin and nephrine, and of the endocytic receptors present in the
renal tubule, megalin and cubilin, no differences were found between groups in
both kidneys. Taken together, our data demonstrate that although ARD partially
reduces BP, rSNA, renal oxidative stress, proteinuria, and glomerular damage
are significantly improved in the renovascular model. Therefore, the present
study suggests that the removal of renal afferent fibers is an effective method in
improving AH and sympathetic hyperactivity in a model of experimental

hypertension.

Key words: 1. Sympathetic Nervous System. 2. Renovascular Hypertension. 3.

Afferent Denervation. 4. Oxidative Stress. 5. Angiotensin Il. 6. Proteinuria
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1. Introducgao

Conceituada como a capacidade dos sistemas biologicos de
permanecerem em estado de equilibrio mesmo em condigcdes de constante
alteracdo do meio externo, a homeostase ou homeostasia, foi primariamente
descrita por Claude Bernard, fisiologista francés (1813-1878), ao introduzir o
conceito de meio interno (milieu intérieur), o qual segundo este pesquisador,
todos os mecanismos vitais, apesar de serem bastante distintos, apresentam
como fungao primordial manter o meio interno constante (constancia), ou seja,
em equilibrio. Desta forma, Walter Cannon (1871-1945), um fisiologista
americano, criou entdo o termo homeostase para nomear essas condigbes
internas constantes do organismo (Cannon, 1929; Abramov e Mourao Jr,

2012).

Portanto, para um sistema complexo sdo necessarios mecanismos de
controle efetivos que mantenham a homeostase, diante disso, um sistema que
possui um importante papel em manter este equilibrio € o sistema circulatério,
cuja principal fungdo é conduzir e distribuir elementos vitais para todos os
tecidos do corpo, como por exemplo, oxigénio (O;). Todavia, para o sistema
circulatério fluir normalmente, o coragao trabalha constantemente bombeando
0 sangue para todo o organismo. A forga para fazer com que o sangue circule é
gerada, sobretudo, pela contragcdo do musculo ventricular cardiaco e o fluxo
sanguineo se da pelo extenso sistema de vasos que torna todos os 6rgaos do
corpo, de certa forma, conectados por um sistema de vasos comunicantes.

Logo, o classico conceito de pressao arterial (PA) pode ser faciimente



compreendido, ou seja, € o coragdo que impulsiona o sangue fazendo com que

ele exerga uma forga contra a parede das artérias (Binda et al., 2013).

Por conseguinte, a geracdo e manutencao de um nivel adequado de PA &
uma necessidade basica para a sobrevivéncia dos mamiferos, mantendo a
homeostase do organismo. Sabe-se que a mesma é derivada de um produto,
no qual débito cardiaco (DC) e resisténcia vascular periférica (RVP) exercem
grande influéncia. O DC é caracterizado pela quantidade de sangue ejetado
pelos ventriculos por unidade de tempo, no qual DC é igual a frequéncia
cardiaca (FC) multiplicada pelo volume sistolico (VS), formula (DC= FC x VS).
No entanto, a RVP relata a pressdo necessaria para que ocorra o fluxo
sanguineo, logo tem grande influéncia da Lei Poiseuille (Jean-Louis-Marie
Poiseuille, 1797-1869), a qual se da pela formula Q = APnR*/ 8In, onde Q é o
determinante do fluxo, AP é o gradiente pressérico existente entre as duas
extremidades do tubo (i.e. P1-P2), R € o raio, | € o comprimento do tubo e n o
coeficiente de viscosidade do liquido. Desta maneira, vale salientar ainda, que
a RVP é determinada, majoritariamente, pelo raio do vaso, visto que é uma
grandeza elevada a quarta poténcia, afetando entdo demasiadamente o fluxo

sanguineo. (Binda et al., 2013) (Howard et al., 2019)

Para tanto, niveis elevados ou reduzidos de PA perturbam
consideravelmente a manutengdo da homeostase do organismo. No entanto,
como citado acima, o sistema biolégico dispbe de diversos mecanismos
neurais, hormonais e locais de ajustes finos, e isso se aplica ao controle da PA.
Dentre os sistemas hormonais envolvidos no controle da PA, pode-se destacar

o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), cuja cascata de ativagéo



culmina principalmente em promog¢ao do aumento da PA através da ligagao da
angiotensina Il (Ang 1) ao seu respectivo receptor do tipo 1 (AT-1). E sabido
que o SRAA é bem mais complexo que isso e que estudos enfatizam a
existéncia de um contrabalanco na regulacdo da PA e de outras fungdes, no
entanto, o foco deste trabalho é evidenciar melhor qual o papel do SRAA no
aumento da PA, visto que diversos estudos elucidam, inclusive, estudos em
nosso laboratério, que em condigdes de doencas cardiovasculares esse
sistema esta exacerbado e atua de modo a manter os niveis elevados da PA.
Além disso, outro sistema que possui total protagonismo no controle da PA é a
agao do sistema nervoso simpatico (SNS) principalmente para os vasos, 0
coragao e os rins (Johns et al., 2011). Nos rins, o SNS influencia a fungao renal
e ativacdo do SRAA. Deste modo, a inervagao simpatica, ou eferente, do rim
ocorre através de uma rede densa de fibras pds-ganglionares que correm ao
longo da artéria e do hilo renal, subdividindo-se e penetrando no cortex e no
aparelho justaglomerular e tubulos (Dibona e Kopp, 1997); (Dibona, 2001). A
estimulacdo da atividade nervosa simpatica renal (ANSr) libera
neurotransmissores como neuropeptidio Y, ATP e, principalmente,
noradrenalina (Esler et al., 1984), a qual age em receptores adrenérgicos alfa-1
localizados nos tubulos renais e vasos sanguineos que, respectivamente,
aumentam a reabsorcao renal de soédio e consequentemente de fluidos e
promovem vasoconstrigdo renal, reduzindo o fluxo sanguineo renal. Ja a
estimulacéo dos receptores adrenérgicos beta-1 aumenta a secregéo de renina
pelas células granulares do aparelho justaglomerular e consequentemente
aumenta a producado de Ang Il sistemicamente. Por sua vez, a Ang Il causa

vasoconstricao, liberacdo de aldosterona, aumento na reabsorgcao de soédio e



agua, dentre outros efeitos, ao atuar em receptores AT-1. Adicionalmente, a
Ang Il circulante ao agir em regides especificas do encéfalo envolvidas no
controle neural da PA aumenta a ativagao do SNS e induz o aumento da sede
e o0 apetite ao sédio. (Dibona e Kopp, 1997); (Dibona, 2001). Nosso grupo
demonstrou que o aumento da ANSr interage com o SRA intrarrenal ativando a
cascata de sinalizacdo que leva a reabsorgao de sodio mediada pelo principal
transportador do tubulo proximal, o trocador de sodio-hidrogénio tipo 3 (NHE3)
(Pontes, Crajoinas, et al., 2015; Pontes, Girardi, et al., 2015). Assim, esta alca
de feedback positivo contribui para o aumento de PA. Além da inervagao
simpatica, o rim é inervado por fibras sensoriais, ou aferentes, que, através de
polissinapses, atingem diversas regides encefalicas, incluindo os centros de
regulacao cardiovascular e renal (Solano-Flores et al., 1997) como o nucleo do
trato solitario (NTS), regido rostroventrolateral do bulbo (RVLM), &rgéo
subfornicial (SFO) e nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN). Como mostra

a Figura 1 (adaptado de Osborn, John, 2015).
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Figura 1: Esquema representativo da inervagdao aferente e eferente renal

Adaptado: (Osborn, John, 2015).

Assim, as fibras aferentes renais parecem contribuir de forma importante
na regulacao da resisténcia vascular sistémica e no controle da PA. Essas
fiboras estdo localizadas principalmente na parede da pelve renal, onde
funcionam como quimiorreceptores, respondendo as variagdes na composicao
do fluido intersticial, e como mecanorreceptores, que respondem ao
estiramento provocado por flutuagdes na pressao hidrostatica (Johns et al.,
2011). Outro estudo do nosso grupo demonstrou que a estimulagao elétrica das
fibras aferentes leva a ativagcdo de neurbnios catecolaminérgicos na regido
RVLM e redugado da ANSr acompanhada do aumento da excrecdo de sodio e

reducao da atividade do transportador NHE3 do rim contralateral (Nishi et al.,



2017) indicando que as fibras aferentes influenciam a ANSr e a fung&o renal
sob condigdes fisiologicas.

Haja vista a importancia destes sistemas e como elucidado acima, o
disturbio dos mecanismos que regulam a PA pode resultar na elevagao dos
niveis de PA, ou hipertensdo arterial (HA), a qual sé foi considerada
clinicamente importante apds a criacdo do aparelho no qual era possivel medir
e estimar seus niveis, o esfigmomandmetro (Samuel Siegfried Karl Ritter von
Basch, 1881), e, apos Hervey Cuching (1901) modernizar o dispositivo e
introduzi-lo na comunidade médica. Sabe-se, atualmente, que individuos que
apresentam PA = 140/90 mmHg sao considerados hipertensos. (Malachias et

al., 2016)

Conceituada como uma condicdo clinica multifatorial, a HA é
caracterizada pelos niveis tensionais elevados contra a parede dos vasos
sanguineos e associada a fatores genéticos e alteragdes metabdlicas,
hormonais e a fendmenos tréficos do coragdo e dos vasos. (Kohlmann Jr. et
al.,, 1999). A HA, segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (Global
Brief on Hypertension, 2013), é responsavel por 9,4 milhdes de mortes por ano,
sendo 45% das mortes relacionadas as doencas do coracéo e 51% das mortes
provocadas por acidentes vasculares encefalicos. Ainda, segundo a pesquisa
de risco global da HA, em 2025 havera 1,6 bilhdo de pacientes no mundo.
Ademais, estima-se que a mesma seja responsavel por 10% de todo o custo
global de saude, com o gasto de US$ 370 bilhdes de dolares por ano
(Malachias et al., 2016). Se né&o tratada, a HA pode danificar o endotélio
vascular, levando a wuma resposta proliferativa, arteriosclerose e,

consequentemente, deterioracdo de 6rgdos vitais como o coragado, os rins € o



enceéfalo, respostas estas que potencializam os riscos de acidente vascular
encefalico, doenca arterial coronariana, infarto do miocardio, insuficiéncia
cardiaca congestiva e insuficiéncia renal crdénica (Malachias et al., 2016). No
Brasil, a prevaléncia da HA é acima de 30% na populacdo adulta e estudos
populacionais realizados nos ultimos quinze anos mostram que apenas 52%
dos individuos tém conhecimento de que sao hipertensos. Além disso, apenas
35% dos pacientes hipertensos que sabem de sua condicdo sao tratados e,
destes, apenas 67% apresentam controle adequado da HA (Malachias et al.,
2016). A HA é considerada um dos principais fatores de risco modificaveis e
um dos mais importantes problemas de saude publica. Vale salientar, ainda,
que a HA é uma condi¢gao complexa uma vez que fatores ambientais, tais como
habitos alimentares, sedentarismo, tabagismo, alta ingestdo de sédio podem
interagir e contribuir para o seu desenvolvimento ou perpetuacao (Perry et al.,
1994; Pickering, 1997). Finalmente, hoje se sabe que existem varios genes que
sdo relacionados a HA e, portanto, ha também um importante componente

genético no desenvolvimento da mesma (Kunes e Zicha, 2009).

Apesar dos avangos na prevencdo e no tratamento da HA, como
alteragao no estilo de vida e na dieta e os diversos farmacos anti-hipertensivos,
o indice alto de controle inadequado da PA demonstra a necessidade de novas
estratégias terapéuticas. (Malachias et al., 2016) A HA pode ser classificada
como primaria ou essencial, sem uma causa conhecida, ou como secundaria,
com uma causa definida. Dentre as HA secundarias, a hipertensao arterial
renovascular € a de maior prevaléncia (Malachias et al., 2016). Ainda, a
prevaléncia da hipertensao renovascular é de 30 a 40% entre pacientes que

possuem doengas cardiovasculares como, por exemplo, insuficiéncia cardiaca,



doenca periférica vascular e coronariana. (Weber e Dieter, 2014) Portanto, a
investigacdo dos mecanismos envolvidos nessa condicdo é de extrema

importancia.

Como ja descrito, diversos mecanismos neurais, hormonais, locais e
renais estdo envolvidos no desenvolvimento da HA humana e experimental,
como o aumento da ativacdo do SRAA, SNS, ademais, a agao de outras
substancias ou horménios vasoconstritores, como as endotelinas e a arginina
vasopressina (De Champlain et al., 2004). Além desses mecanismos classicos,
0 aumento na produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (De Champlain
et al., 2004) e marcadores inflamatoérios tem sido destacado na génese da HA.
(Campos et al., 2015) Ainda, uma possivel atenuagdo dos mecanismos
vasodilatadores como éxido nitrico (NO), peptideo natriurético atrial, bradicinina
e prostaglandinas pode estar envolvida nessa doenca (De Champlain et al.,
2004). A importancia da ANSr e sua interacdo com o SRAA tem sido assunto
de debate quanto ao fator dominante na fisiopatologia da HA humana e
experimental. Uma das hipoteses estabelece que a ativacdo do SNS seja
predominante na génese da HA (Esler et al., 2010) e a outra sugere que as
acoes intrarrenais do SRAA é que predominam nesta situagao (Navar, 2010). A
hipétese da presente dissertagcdo € que esses dois sistemas se comunicam
através dos nervos renais e, desta forma, contribuem para os diversos
mecanismos envolvidos na HA. O papel da inervagdao simpatica renal na
génese e evolugao da HA ganhou nova énfase a partir do desenvolvimento da
técnica de denervacao renal por radiofrequéncia para pacientes hipertensos
resistentes ao tratamento farmacoldgico (Krum et al., 2009). Anteriormente a

denervagao renal, experimentos que deram base a esta aplicacdo clinica



mostraram o envolvimento do aumento da atividade simpatica com a
hipertensdo. Na década de 20, experimentos feitos em caes mostraram que a
estimulacdo do nervo esplancnico era capaz de alterar a PA (Smithwick e
Thompson, 1953). Ja na década de 40, estudos mostraram que pacientes que
foram submetidos a retirada do nervo simpatico esplancnico apresentaram uma
importante redugcédo da PA, porém com efeitos colaterais diversos (Patel et al.,
2015; Wimmer e Mauri, 2015). Assim, a denervagdo simpatica mostrou ser
eficaz em reduzir a PA antes mesmo do surgimento dos farmacos existentes
atualmente (Patel et al., 2015; Wimmer e Mauri, 2015). Estudos clinicos
realizados em pacientes hipertensos refratarios ao tratamento farmacologico
com a associagdo de trés ou quatro classes diferentes de agentes anti-
hipertensivos mostraram que a denervagao renal bilateral por radiofrequéncia
foi eficaz em reduzir a PA sistdlica e diastélica de forma sustentada durante o
periodo de trés anos (Krum et al., 2014). Novos estudos tém sido realizados
para aprimorar o procedimento da denervacao renal em pacientes, no entanto,
0s mecanismos anti-hipertensivos da denervacdo renal ainda n&o séao
totalmente conhecidos. (Esler et al., 2010) Todavia, os estudos em pacientes
hipertensos resistentes apontam para o papel do SNS, em especial dos nervos
renais, na manutengcdo da HA e geragcao de simpatoexcitagdo para outros
orgaos (Hering et al., 2013). Embora estudos levantem questionamentos
quanto a eficacia da denervagcao renal, em especial o estudo SIMPLICITY
HTN-3 que ndo atingiu a eficacia primaria da denervagéo renal em pacientes
com HA resistente, sabe-se atualmente que os dados desse estudo foram

falhos, sobretudo pela falta de confirmacdo do sucesso do procedimento e a
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falta de experiéncia dos intervencionistas. (Esler et al., 2010) (Bhatt et al.,

2014) (Bakris e Bhatt, 2015)

Recentemente, estudos como o SPYRAL-HTN ON/OFF (Boéhm et al.,
2019) (Banek et al., 2016; Kjeldsen et al., 2018) e RADIANCE SOLO (Azizi et
al., 2019) trazem uma nova abordagem do método, demonstrando que a
denervacgao renal pode ser eficaz se realizada e conduzida de forma adequada
(Singh and Denton, 2018) (Schlaich et al., 2018). Portanto, avancos no
procedimento tém sido realizados e a denervagdo renal em humanos
apresenta-se como uma estratégia terapéutica promissora (Esler e Guo, 2017).
O fato de a denervagao renal melhorar a funcdo cardiaca e vascular, o
metabolismo da glicose e a sensibilidade a insulina em pacientes sugere a
participacdo de vias aferentes renais (Schlaich et al.,, 2014). Desta forma,
estudos em modelos experimentais podem contribuir para o entendimento dos
mecanismos pelos quais a denervagao renal reduz a PA e, assim, aprimorar o
procedimento. Haja vista a importancia das fibras simpaticas no controle da
reabsorcao de sodio, liberagcdo de renina e vasoconstricao renal, sobretudo em
condi¢cdes de hipotensao, a remogao permanente da inervagao simpatica pode
prejudicar o ajuste renal da PA. De fato, experimentos realizados em ovelhas
com insuficiéncia renal crénica (IRC) submetidas a denervagao renal
mostraram que 0s mecanismos cardiovasculares e renais compensatorios
estavam comprometidos numa situagdo de desafio homeostatico,
provavelmente pela remocgao das fibras simpaticas (Singh et al., 2017). Neste
estudo, foi demonstrado que a denervagao renal, utilizando o mesmo cateter
utilizado nos estudos clinicos, reduziu a PA e melhorou a fungao renal apés 2 e

5 meses nas ovelhas com IRC, sem alterar esses parametros nas ovelhas
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saudaveis (Singh et al., 2017). No entanto, o mesmo estudo induziu hemorragia
para desafiar o sistema cardiovascular reduzindo PA e, assim, avaliar a
capacidade do controle neural da funcdo renal para retornar a PA a niveis
basais apos a denervacédo renal em ovelhas com IRC e saudaveis (Singh et al.,
2017). Foi observado que a PA diminuiu mais rapidamente e com maior
intensidade apos a hemorragia tanto nas ovelhas com IRC quanto nas ovelhas
saudaveis submetidas a denervacao renal em comparacido as ovelhas com a
inervagao renal intacta (Singh et al., 2017). Durante a hemorragia, as respostas
compensatoérias de aumento na atividade da renina plasmatica, vasoconstricao
e reducdo no RFG e na excrecdo de sodio estavam comprometidas nas
ovelhas denervadas, indicando que a denervagao das fibras simpaticas
compromete a funcao renal durante desafios pressoéricos. Diante disso, a
hipétese do nosso estudo é que a remocao seletiva das fibras aferentes leva a
melhora da hiperatividade simpatica renal e alteragdes cardiovasculares e

renais em um modelo de HA neurogénica em ratos.

Sabe-se que diversos fatores podem promover a ativagao das aferéncias
renais, como acidose, isquemia, estresse oxidativo, inflamagao, fatores
endoteliais, fibrose, como também pela Ang Il (Sobotka et al., 2011; Bohm et
al., 2013). No modelo de hipertensdo renovascular, ja foi verificado que ha
alteragbes intrarrenais, tais como aumento de marcadores profibréticos e
aumento da sintese de renina, e que estes fatores parecem ter direta relacao
com o aumento da ANSr e o aumento na expressédo de receptores AT1 em
uma regiao do SNC envolvida com o controle cardiovascular, a regiao
rostroventrolateral do bulbo (RVLM) (Oliveira-Sales et al., 2009) (Campos et al.,

2011). As fibras aferentes renais contém como principais neurotransmissores a
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substancia P e o CGRP e, uma vez ativadas, um reflexo simpatoinibitério é
deflagrado, provocando uma resposta em que o rim contralateral aumenta a
natriurese e diurese consequente a atividade eferente reduzida, tal mecanismo
fisiolégico € denominado reflexo reno-renal (Johns et al., 2011). Entretanto, a
atividade das fibras aferentes renais exacerbada parece resultar em efeito
simpatoexcitatorio em condigdes fisiopatologicas como a HA (Kopp e Buckley-
Bleiler, 1989), podendo levar a maior ativacdo do SRAA e elevando ainda mais
a PA. Os mecanismos pelos quais o reflexo reno-renal simpatoinibitorio sob
condigdes normais se torna simpatoexcitatério sob condigdes fisiopatoldgicas
nao estdo elucidados. Estudos do nosso grupo sugerem que a influéncia das
aferéncias renais na neurotransmissdo GABAérgica no PVN pode contribuir
para o aumento da ANSr no modelo renovascular (Nishi et al., dados nao

publicados).

A Figura 2 esquematiza o reflexo reno-renal entre as fibras aferentes
renais e a ativagado simpatica para o rim na HA. Acredita-se, portanto, que o
efeito da denervacao renal seja decorrente da interrupgcdo deste ciclo nas
diversas condi¢des patologicas caracterizadas por aumento da ANSr (Schlaich

etal., 2013).
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Figura 2: Esquema representativo dos efeitos da sinalizagao aferente renal e da
ativacao das fibras eferentes. (Adaptado: Alicia A. Thorp e Markus P. Schlaich,
2015).

Além disso, um estudo mostrou que em células epiteliais tubulares,
ambas as substancias, noradrenalina e CGRP, induzem apoptose e liberagcao
de fatores profibréticos capazes de estimular a diferenciacéo de fibroblastos em
miofibroblastos, (Kim e Padanilam, 2013) evidenciando, assim, a hipotese de

contribuigdo para o aparecimento de injurias renais.

A HA renovascular é causada por obstrucao parcial (cerca de 70% do
lumen) de uma ou ambas as artérias renais ocasionando a isquemia parcial
do(s) rim(s) (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, 2010). Acredita-se que a
maioria dos pacientes que apresentam estenose da artéria renal, seja de uma
ou de ambas as artérias, desenvolvem HA devido a ativacdo do SRAA, a

deficiéncia na funcéo renal e a ativacédo do SNS (Piecha et al., 2012).
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Portanto, um modelo experimental de HA interessante para estudar a
interacdo entre o SRAA enddgeno e a hiperatividade simpatica renal é o
renovascular desenvolvido por Goldblatt e colaboradores (Goldblatt et al.,
1934). Nesse modelo, conhecido como 2 rins, 1 clipe (2R-1C), a HA é induzida
pela insercao de um clipe de prata ao redor de uma das artérias renais para
reduzir o fluxo sanguineo renal em aproximadamente 50%, levando ao
aumento na liberacdo de renina. Dessa forma, ocorre o aumento dos niveis

endogenos de Ang Il em resposta a isquemia renal produzindo HA sustentada.

Embora o mecanismo inicial para induzir a HA seja a ativacdo do SRAA,
outras alteracdes também sao observadas nesse modelo, como o aumento da
ANSI, estresse oxidativo e inflamagao (Campos et al., 2011) . Sabe-se que a
HA associada aos niveis elevados de Ang Il esta relacionada ao aumento da
producao de anions superoxidos (O27) no musculo liso vascular, principalmente
via ativagdo do complexo enzimatico NADPH oxidase (Rajagopalan et al.,
1996). Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram a importancia do
estresse oxidativo no SNC em ratos hipertensos 2R1C, sobretudo em duas
regides envolvidas com a regulagao autondmica cardiovascular: a RVLM e o
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (Campos et al., 2011) (Nishi et al.,
2013). Verificou-se que a HA e a hiperatividade simpatica renal foram
associadas com um aumento na expressao do receptor AT-1 e dos marcadores
de estresse oxidativo, como as subunidades p47phox e gp91 phox da NADPH
oxidase, no RVLM e PVN, bem como nos rins clipados de ratos 2R-1C
(Campos et al., 2011). As subunidades p47phox e gp91phox sao cruciais para
a ativagdo da NADPH oxidase, a qual envolve um processo de multiplos

passos, iniciado pela fosforilagdo da serina da subunidade p47phox citosdlica.
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Apos a estimulagdo do receptor AT-1 pela Ang Il, a subunidade p47phox
citoplasmatica liga-se as subunidades de membrana gp91phox e p22phox para
ativar a enzima, resultando assim na produg¢ao de anion O,™ (Groemping et al.,
2003). Uma vez que a ativagao dos receptores AT-1 na RVLM contribui para o
aumento do estresse oxidativo e ANSr no modelo 2R-1C (Nishi et al., 2013), e
que a denervacgéo total, ou seja, tanto das fibras simpaticas como aferentes do
rim isquémico, reduz o estresse oxidativo no RVLM e PVN (Nishi et al., em
revisdo), o presente projeto visou estudar a contribuigcdo das fibras aferentes
renais no estresse oxidativo renal e ANS tanto para o rim isquémico quanto o
contralateral. Ademais, estudos experimentais sugerem que 0s nervos renais
possui um importante papel na injuria e inflamacao renal (Banek, 2016-2018).
Foi demonstrado que a denervagao renal foi capaz de reduzir a albuminuria,
deposig¢ao de colageno |V, fibrose renal, bem como, marcadores inflamatorios
nos rins em um modelo experimental de glomerulonefrite (Veelken et al., 2008).
Sabe-se que 0s nervos renais, especialmente os nervos eferentes como
reportado (Harrison, DG, 2015) medeiam a inflamacdo renal através da
ativacao de células-T e aumento de citocinas inflamatérias. Recentemente, um
estudo sugeriu que a atividade do nervo aferente renal medeia a resposta
hipertensiva no modelo DOCA-sal, no entanto, a inflamagcdo é mediada
primariamente pela atividade simpatica renal. No entanto, em outro modelo de
hipertensdo (Ang-II-Sal) a infusdo de Ang-Il n&o é associada com a infiltracéo
de células-T nos rins e a denervagao renal ndo interfere neste parametro (Foss
et al., 2018). Nos rins, as catecolaminas possuem um efeito direto na
proliferagdo de células tubulares através dos receptores - adrenérgicos (Wolf

et al., 1996), que, quando ativados excessivamente, causam lesdes renais.
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Vale destacar também, que o rim € um dos principais 6rgdos em manter a
homeostase. Em média, 25% do DC é destinado aos rins, o que pode
demonstrar sua importancia. Sabe-se que a barreira de filtragdo nos glomérulos
e eficiente em impedir a filtragdo de grandes quantidades de proteinas. No
entanto, em torno de 0,01 a 0,05% da concentracdo plasmatica de proteina,
principalmente a albumina, pode ser encontrada no filtrado. No tubulo proximal
ocorre a reabsorcdo de aproximadamente > 99% das proteinas através de
endocitose por receptores presentes na membrana apical, denominadas
megalina e cubilina (Norden et al., 2014). A albumina €& reabsorvida
predominantemente por endocitose, sofrendo posteriormente degradacao pelos
lisossomas. E sabido, que a megalina é uma proteina transmembranar da
familia de receptores de LDL que se liga a albumina e outras proteinas e atua
através de fosforilagdo. A mesma facilita a internalizagdo de cubilina, uma
proteina que se liga a albumina, colesterol HDL, transferrina, cadeias leves de

IgG e apolipoproteina A1 (Hosojima et al., 2009) (Tenten et al., 2013).

Experimentos em animais e estudos clinicos em pacientes com
glomerulopatias tém demonstrado que a lesdo do poddcito tem um papel
fundamental no desenvolvimento da proteinuria (Mundel e Shankland, 2002). A
arquitetura microscopica e a integridade da barreira de filtragdo glomerular
(BFG) dependem de trés diferentes camadas, como célula endotelial
glomerular, membrana basal glomerular (MBG) e célula epitelial visceral ou
poddcitos, que formam entre si o diafragma ou fenda de filtracdo. Sabe-se que
0os pododcitos possuem a estrutura mais complexa e importante papel na
filtracdo glomerular, visto que, possuem proteinas, como a podocina e nefrina,

que atuam de forma relevante em impedir que proteinas ultrapassem a BFG.
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Desta forma, o desenvolvimento da proteinuria pode estar associado a filtragao
glomerular, através do comprometimento da membrana em fenda (figura 3) do
podocito, com a desagregagdo ou mutagcdo das proteinas do diafragma na
fenda (nefrina, podocina, CD2AP, Neph) (Gloy et al., 2000); (Mundel e

Shankland, 2002).

GLOMERULO BARREIRA DE FILTRAGAO GLOMERULAR
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Figura 3: Imagem representativa da membrana em fenda presente no podécito,
evidenciando as principais proteinas associadas, como a podocina e nefrina.
Adaptado: (Tutor et al., 2014)

No entanto, o desenvolvimento de proteinuria também pode ser de origem
tubular, através do comprometimento dos receptores endociticos megalina e

cubilina no tubulo proximal (Hosojima et al., 2009).

Um estudo demonstrou que as catecolaminas influenciam a fungao dos
poddcitos, os quais sdo considerados a chave principal na génese da injuria
glomerular. A ativagdo simpatica causa hipercontragdo dos poddcitos, podendo
resultar na interrup¢cdo da BFG e o acesso e extravasamento de grandes
moléculas, como a albumina (Gloy et al., 2000). O estresse oxidativo e a Ang |l
também podem comprometer a funcdo dos poddcitos, resultando em
albuminuria (Gloy et al., 2000). Adicionalmente, foi demonstrado que a ativagao

do receptor AT-1 pela Ang Il inibe a expressao génica e proteica da megalina
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em cultura de células de tubulo proximal (linhagem OKP) (Hosojima et al.,
2009). Sabe-se que as fibras simpaticas interagem com o SRAA intrarrenal
para ativar a reabsorcdo de sddio mediada pelo NHE3 no tubulo proximal
(Pontes, Crajoinas, et al., 2015). No entanto, ndo se sabe se 0s nervos renais
podem influenciar diretamente ou indiretamente através do SRAA a reabsorcao
de proteinas ou expressao dos receptores endociticos de proteinas no tubulo
proximal. No presente estudo, avaliamos se o mecanismo pelo qual a
denervagao aferente renal reduz a proteinuria envolve a expressdo da
megalina e cubilina e/ou nefrina e podocina no rim dos ratos hipertensos
renovasculares. Adicionalmente, estudos recentes tém mostrado que lesées do
tubulo proximal parecem contribuir para a progressao de doencgas renais. Sabe-
se que proteinas de baixo peso molecular (99% dos aproximadamente 1,5 g /
24 h de proteina é filtrada pelo glomérulo renal. Portanto, quando ha uma
disfuncdo ocorre entdo a chamada “proteinuria tubular’, compreendendo
proteina-4 de ligacdo ao retinol (RBP4), albumina e muitas outras proteinas
(Norden et al., 2014). No presente estudo, foi avaliado se a proteinuria no
modelo renovascular resulta de mecanismos glomerulares, tubulares ou ambos
e, ainda, a influéncia da inervagdo aferente renal nessas alteragdes. Diante
dessas evidéncias, a hipotese da presente dissertacdo foi que as fibras
aferentes renais contribuem para a HA, simpatoexcitacdo e alteragdes renais,
como funcgao, estresse oxidativo, inflamacgao e proteinuria em ratos hipertensos

renovasculares (2 Rins-1 Clipe).
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2. Objetivo

Este estudo avaliou o efeito da denervagédo aferente do rim isquémico
nas alteragdes cardiovasculares, renais e hiperativagao simpatica para os rins

isquémico e contralateral em ratos 2R-1C.

3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Para desenvolver este trabalho todos os procedimentos e protocolos
experimentais foram conduzidos apds a analise e aprovacao de acordo com as
diretrizes recomendadas pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) (processo 1645050517). Foram utilizados
ratos Wistar com cinco (5) semanas de idade (peso entre 150-180 gQ),
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para a
Medicina e Biologia (CEDEME) credenciada a Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA UNIFESP — Registro 1). Os animais tiveram acesso livre a
ragao e agua e foram mantidos com temperatura de 22 + 1°C, umidade relativa
do ar de 60 + 5% e ciclo de claro-escuro de 12 horas (das 7 as 19h),
controlados automaticamente no biotério setorial da Disciplina de Fisiologia

Cardiovascular e Respiratoria da UNIFESP (Registro CEUA/UNIFESP 24).
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3.2 Protocolo Experimental

Os animais foram distribuidos em trés (3) grupos experimentais (n=5-
6/grupo):
CTL: animais normotensos, com idade pareada aos hipertensos, submetidos
ao procedimento de denervacido renal “sham”; foram estudados 2 semanas
apods a denervacao “sham”.
2R-1C: a HA foi induzida nos animais com 5 semanas de idade, apds 4
semanas os animais foram submetidos ao procedimento de denervagao renal
“sham”; foram estudados 2 semanas apds a denervagao “sham”, ao completar
6 semanas da indugcao da HA.
2R-1C+DAx: a HA foi induzida nos animais com 5 semanas de idade, apds 4
semanas os animais foram submetidos ao procedimento de denervagao renal
aferente (DAX); foram estudados 2 semanas apos a denervacao aferente, ao

completar 6 semanas da indugéo da HA.

Design Experimental

Os seguintes protocolos foram seguidos:
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Grupo CTL:

Dia 0

2 dias
Dia 40: Dia 42:
Gaiola Avaliagdes
Metabdlica
A“i"t‘ais Dia 41:
normotensos " =
Cateterizacao
(CTL) - Idade da artéria e

pareada ao

modelo 2R1C veia femoral

Figura 4: Esquema representativo do protocolo seguido para o grupo controle

(animais normotensos) em relagao ao tempo.

Grupo 2R-1C:
4,5sem 12 dias 2 dias
I 4 sem 1 1 1
) Dia 0: ) Dia 28 Dia 40: Dia 42:
Indugdo da Hipertensdo Denervacao “Sham” Gaiola Avaliagoes
Renovascular Metabalica L
(Modelo 2R1C) Com aplicagdo de
veiculo, sem Dia 41:
capsaicina Cateterizacdo
da artéria e
veia femoral

Figura 5: Esquema representativo do protocolo seguido para o grupo hipertenso

renovascular (2R-1C) em relagao ao tempo.
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Grupo 2R-1C+DAXx:

4 sem 12 dias 2 dias
_ Diao: ) Dia 28 Dia 40: Dia 42:
Inducdo da Hipertensdo penervacio Renal Gaiola Avaliacdes
Renovascular Aferente Metabdlica ¢
(Meodelo 2R1C)
Dia41:
Cateterizagao
da artéria e

veia femoral

Figura 6: Esquema representativo do protocolo seguido para o grupo hipertenso
renovascular (2R-1C) submetido ao procedimento de denervagao aferente renal

(DAX) em relagao ao tempo.

3.3 Inducéao da Hipertensao Renovascular

Para a obtencdo de animais hipertensos foi utilizado o modelo de
hipertensdo renovascular (modelo Goldblatt, 2 rins-1 clipe). Os animais foram
anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e ketamina (100 mg/kg)
intraperitonealmente, a artéria renal esquerda foi cuidadosamente separada do
tecido conectivo e respectiva inervagcdo e entdao parcialmente ocluida pela
colocagdo de um clipe de prata (0,2 mm de abertura). A profundidade da
anestesia foi monitorada através da presenca ou auséncia de determinados
sinais, como reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal e das alteragdes da
frequéncia cardiaca e respiratoria, as quais sofrem modificacbes de acordo

com o plano anestésico atingido. Posteriormente, esperou-se um periodo de
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quatro semanas para obtencdo de um estado hipertensivo estavel. Os animais
controles ndo foram submetidos a clipagem renal, no entanto, tiveram idade

pareada aos clipados.

Figura 7: Imagem representativa do modelo experimental de hipertensao

renovascular (2R1C).

3.4 Denervagao Aferente Renal

A deaferentacado do rim isquémico dos ratos hipertensos (PAM > 140
mmHgq) foi executada empregando-se o método recentemente descrito (Foss et
al., 2015) no qual a ablagao seletiva das fibras sensoriais CGRP positivas &
efetuada por meio da exposi¢cao do nervo renal a uma solugao de capsaicina
33 mM (diluida em 0,1% etanol e 0,1% Tween 80) durante 15 minutos. Cabe
ressaltar que os grupos foram estudados 2 semanas apds o procedimento de
deaferentagao, quando os niveis renais de CGRP estdo quase abolidos e nao
ha resposta funcional dos aferentes renais, ou seja, ndo houve reinervagao das
fibras aferentes (Foss et al., 2015). No presente estudo, a denervagao aferente

renal foi certificada pela marcacao imunohistoquimica do CGRP na pelve renal.
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Os grupos de cirurgia “sham”, ratos 2R-1C foram submetidos ao mesmo
procedimento cirurgico descrito acima, porém com aplicagéo de veiculo (0,1%

etanol e 0,1% Tween 80), sem capsaicina.

2K1C ARD

Figura 8: Confirmagcdo da denervagdo seletiva das fibras sensoriais aferentes
por marcagido imunohistoquimica do CGRP na parede pélvica. A esquerda

imagem do grupo 2R1C DAXx e a direita do grupo 2R1C.

3.5 Canulagao e registro da PAM e FC

A cateterizagcdo da veia e artéria femoral foi realizada nos animais
anestesiados com ketamina (100 mg/kg, ip) e xilazina (10 mg/kg, ip) para a
infusdo de farmacos e registro direto da PA, respectivamente. A PA pulsatil dos
animais foi registrada apos ~24h de recuperagao cirurgica através do sistema
PowerLab (ADInstruments, Sydney, Australia) nos animais acordados, durante
15min. A partir do registro da PA pulsatil, foi calculada a PA média (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC).
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3.6 Registro da ANS do rim isquémico e contralateral basal

Apos o registro da PA e FC, os animais foram lentamente anestesiados
com uretana (1,2 g/kg, ev) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), para evitar
alteragcdes nos parametros cardiovasculares. Em seguida, os nervos renais
foram expostos retroperitonealmente para a implantacdo de um eletrodo de
prata bipolar em cada um deles. A atividade nervosa simpatica renal (ANSr) foi
amplificada (20 K) e filtrada (100-1000 Hz) (Neurolog, Digitimer, Welwyn
Garden City, Herts, UK) e registrada. Ao final dos experimentos, o nivel de
ruido basal do sistema de registro do nervo simpatico renal foi determinado

pela administragdo do bloqueador ganglionar hexametonio (30 mg/kg, iv).

Hexametdnio

!

o
= v
& 0 ==p Ruido de
Z T fundo
_2[....

Figura 9: Tracado representativo do registro eletrofisiolégico da atividade
nervosa simpatica renal (ANSr). Apés o bloqueio ganglionar com hexameténio
(30 mg/kg, i.v.) é possivel detectar o ruido de fundo remanescente e subtrai-lo da

analise.
Assim, a ANS foi analisada posteriormente através dos programas
LabChart e Spike Histogram (ADInstruments) que permitem a discriminagao e

contagem dos potenciais nervosos dos diferentes territorios acima do ruido de
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fundo. Os potencias foram quantificados e expressos em potenciais por

segundo (pps).

3.7 Avaliagao do fluxo urinario e coleta de urina de 24h

Os animais foram mantidos nas gaiolas metabdlicas individuais
(Nalgene, Ugo Basile, Italia) por 48 horas, sendo as primeiras 24 horas apenas
para adaptagao, e apos esse periodo, foi quantificado o volume de ingestao de
liquido e volume urinario nas proximas 24 horas. Amostras de urina foram
coletadas, centrifugadas e armazenadas em freezer -20 ou -80 °C para

dosagens posteriores.

3.8 Coleta das amostras de rim e soro

Apos a realizacdo do protocolo experimental, todos os grupos foram
eutanasiados por decapitagdo. O sangue foi coletado em tubo seco e
centrifugado para posterior coleta do soro. Em seguida, os rins foram retirados
utilizando material esterilizado, e entdo seccionados transversalmente ao meio
com o auxilio de bisturis, sendo que uma parte foi preparada para histologia e a
outra parte para a técnica de PCR e western blotting e ELISA. Estas amostras
foram congeladas em nitrogénio liquido e transferidas para um freezer a uma

temperatura de —80° C.
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3.9 Avaliagao dos parametros de fungao renal

A concentracdo sérica de creatinina foi mensurada pelo método de Jaffe
através de kit disponivel comercialmente (Labtest).

A concentragao sérica de ureia foi realizada pelo método de reagao de
azul de indofenol através do kit ureia ce (Labtest)

A determinacdo da proteinuria total foi realizada pelo método de reagao
com o complexo de vermelho de pirogalol e molibdato de sédio em meio acido
através do kit sensiprot (Labtest).

A concentracdo de sodio e potassio urinario e sérico foi realizada por
meio do fotdmetro de chama Corning 410C com uma diluicdo de 20x para o
soro e expresso em mmol/L. A urina de 24 horas foi utilizada para a
determinacdo do sodio e potassio urinario ao longo desse periodo e foi
expresso em mmol/L/dia.

O angiotensinogénio (AGT) urinario, microalbuminuria e mediadores
inflamatorios (IL-10,IL-6 e TNF-a) renais foram medidos através de um ensaio
imunoabsorvente de enzimas ligadas a uma fase solida comercial (ELISA)
(Immuno-Biological Laboratories, Japan, Bethyl e RD Systems,
respectivamente). Os niveis urinarios de angiotensinogénio e microalbuminuria
foram normalizados pelos niveis de creatinina urinaria. Ademais, os niveis dos
mediadores inflamatoérios foram normalizados pela concentracdo de proteinas
no tecido renal, mensurada pela equagcdo de Beer-Lambert (Nanodrop,
ThermoFisher). Todos os ensaios foram realizados de acordo com as

instru¢des do fabricante.
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3.10 Avaliagao da produgao de ROS no rim

A avaliagdo da produgédo e acumulo de ROS foi realizada através da
coloracédo com diidroetidio (DHE). Cortes de 30 ym foram feitos em um
criostato e posicionados em laminas histologicas gelatinizadas (0,5%). As
l&minas foram incubadas em solu¢do DHE 20 pM (Invitrogen, CA, EUA) diluida
em solucado salina tamponada fosfato, protegidas da luz e a 37°C por 15 min.
Fotos em alta resolugéo (objetiva de 20x) da fluorescéncia de DHE no cortex
renal foram capturadas pela camera Nikon digital sight DSRi1 acoplada ao
microscopio de epifluorescéncia eclipse 80i (Nikon Instruments, Japdo) numa
excitagdo de 420 nm com um filtro de emissédo de rodamina. A intensidade de
fluorescéncia foi quantificada utilizando o programa Imaged (U.S. National

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

3.11 Quantificacdo da expressao génica do receptor AT-1 e das
subunidades da NADPH oxidase no rim por PCR quantitativo em
tempo real (QRT-PCR)

Foi avaliado o nivel de expressao de RNAm de AT-1, p47phox e
gp91phox no cortex renal através de PCR quantitativo em tempo real, conforme

descrito abaixo.

O RNA total dos rins foi extraido utilizando o reagente Trizol (Ambion-Life
Technologies, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. A reagao da

transcriptase reversa foi realizada através do kit High Capacity cDONA Reverse
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Transcription (Applied Biosystems Life/Technologies, EUA) de acordo com as
instru¢des do fabricante. O qRT-PCR foi realizado no termociclador RotorGene
(Qiagen, Dusseldorf, Alemanha) utilizando o Power SybrGreen PCR Master Mix
(Applied Biosystems/Life Technologies) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A expresséo do gene de AT-1, gp91phox e p47phox foi normalizada

pelos niveis de RNAm de HPRT1 mensurados concomitantemente.
As sequéncias dos primers foram (PCR Two Step):

Tabela 1: Representag¢ao dos genes e sequéncias de primers utilizados.

Gene Primer Sequéncia (5’ ao 3’) Forward e Temperatura de
Reverse Anelamento
HPRT1 5
5'CAGGCCAGACTTTGTTGGAT-3"
5-CCGCTGTCTTTTAGGCTTTG 3’ 60°C
AT-1
5’ 5-ATCCAAGATGACTGCCCCAA-3’
5-GCCAAGGCGAGATTGAGAAG-3’ 60° C
gp91phox:
5-CTCTCCTTCCTCAGGGGTTC-3’
5 5°- GCATTCACACACCACTCCAC- 3 60°C
p47phox:

5’ 5-TCCCTGCATCCTATTTGGAG - 3
5-GGGACACCTCATCCTCTTCA - 3° 60° C

3.12 Avaliagao da perda urinaria de proteinas através da separagao por

peso molecular

As amostras de urina contendo 5 pg de creatinina foram solubilizadas
em tampao SDS (2% SDS, glicerol a 10%, azul de bromofenol a 0,1%, Tris a

50 mM, pH 6,8), e as proteinas foram separadas por SDS-PAGE utilizando géis
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de poliacrilamida a 12%. Apés a eletroforese, os geis contendo amostras de
urina foram corados com prata utilizando o kit ProteoSilver Plus (Sigma-Aldrich
Chemical, St. Louis, Missouri, EUA) para detectar as proteinas urinarias e,

entao, digitalizados para analise qualitativa.

3.13 Quantificacao da expressao proteica da megalina, cubilina,

podocina e nefrina no rim por imunoblotting

Os rins coletados a fresco foram homogeneizados em PBS gelado
contendo inibidores de protease e fosfatase. Uma aliquota do homogenato
separada para a determinacdo de proteina pelo método de Lowry. Os
homogenatos foram solubilizados em tamp&o de amostra e as proteinas foram
separadas através de um gel de poliacrilamina 7,5%. Em seguida, as proteinas
foram transferidas para a membrana de fluoreto de polivinilidina (PDVF) e,
entdo, incubadas com solugdo bloqueio (leite 5%) por 1 h. Os anticorpos
primarios utilizados foram: 1:2.000 anti-Podocina (Santa Cruz), 1:1.000 anti-
Nefrina (Abcam), 1:50.000 anti-Megalina (Doagao), 1:1.000 anti-Cubilina e, por
fim, 1:5.000 anti-GAPDH (Abcam), diluidos em solugdo bloqueio. Apds a
lavagem, a membrana foi incubada com anticorpo secundario conjugado (1:2.
000) anti-camundongo ou anti-coelho. Anticorpos conjugados foram detectados
pela técnica de quimioluminescéncia, de acordo com instru¢cdes do fabricante.
As bandas visualizadas foram digitalizadas e quantificadas utilizando o
programa ImagedJ. Vale salientar que as expressdes das proteinas de interesse
foram normalizadas pela expressdo de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

(GAPDH).
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4. ANALISE DE RESULTADOS

Os dados foram expressos em Média + DP. As diferencas entre os
grupos foram analisadas pelo teste de analise de variancia, ANOVA, de uma
via, seguido, pelo teste Tukey. Software utilizado: Graphpad Prisma. S6 foram

considerados estatisticamente significantes valores de p<0,05.

5. Resultados

5.1 Efeitos da denervacgao aferente renal em parametros cardiovasculares
(PAM e FC) e ANS renal para ambos os rins dos animais hipertensos

renovasculares

A DAXx do rim isquémico reduziu de forma significante a PAM (figura 10A)
(de 187 + 10 para 156 £ 10 mmHg) em ratos hipertensos renovasculares
quando comparado ao controle (105 £ 5 mmHg) (n= 12). Observou-se um
aumento na FC basal dos animais (figura 10B) 2R1C (414 + 26 vs 379 = 24
bpm), contudo, a DAx ndo modificou este parametro. Ademais, a ANSr estava
aumentada para os rins isquémico (figura 10C) (156 £ 12, n =5, vs 104 + 13
pps, n = 5) e contralateral (figura 10D) (172 + 23, n=5, vs 101 £ 10 pps, n=5) e,
apo6s a DAX, houve redugao da ANSr para ambos os rins (124 £ 14, n=5¢ 138
+ 15 pps, n = 5, respectivamente), (n=5/grupo). A figura 11 mostra tragcados
representativos do registro basal da ANSr, na qual pode-se observar a redugao

nos disparos do nervo no grupo DAX.
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Figura 10: Efeitos da denervacao aferente renal na PAM (A), FC (B) e ANSr no rim
isquémico (C) e contralateral (D) de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C). *p<0,05 vs
Controle & 1p<0,05 vs 2R1C (Tukey — ANOVA).
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Rim Isquémico Rim Contralateral

Controle

2R1C

2R1C DAXx

Figura 11: Imagens representativas do registro basal da atividade nervosa
simpatica renal (ANSr) do animal controle e rins isquémico e contralateral dos
animais 2 rins, 1 clipe (2R1C) e 2R1C submetido a denervagao aferente renal
(DAX).

5.2 Efeitos da denervacao aferente renal em parametros metabdlicos e

eletroliticos renais dos animais hipertensos renovasculares

Os animais hipertensos apresentaram aumento na ingestao de agua em
relagdo ao controle (56 * 25, n=6, vs 29 £ 2 mL / 24h, n=7) e a DAX reduziu
este parametro (36 £ 4 mL / 24 h, n=7). Nao houve diferenga na ingestao de
racdo entre os grupos estudados. Todavia, o fluxo urinario dos animais
hipertensos estava aumentado (65 + 29, n = 6, vs 15 + 4 mL / 24h, n=7) e foi

reduzido apo6s DAx (16 = 3,5 mL / 24 h, n=7).
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Ja em relagdo a avaliagdo da carga excretada na urina e concentragéo
sérica de sédio (Na*) e potassio (K'), ndo foram encontradas diferengas
significantes entre os grupos estudados como demonstrado na Tabela 2.
Tabela 2: Efeitos da denervacdo aferente renal (DAx) na ingestdao de agua e

racao, fluxo urinario de 24h, e, carga excretada na urina (CEu de 24h) e

concentracao sérica de sédio e potassio de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C)

Controle 2R1C 2R1C DAXx
N=7 N=6 N=7
Racao (g/24h) 28+25 22+7,5 28+25
Agua (mL/24h) 29+2 56 + 25 36 47
Urina (mL/24h) 15+ 3,5 65 + 29* 16 £ 3,51
CEu Na' 2+0,5 1,5+0,7 1,6+0,4
(mmol/24h)
CEuK' 5+1,7 45+1,6 481
(mmol/24h)
Na* sérico (mM) 138+ 8 139+4,5 140+ 2,7
K* sérico (mM) 54+1,3 4,7 +1 48+0,5

Dados expressos em média * DP.*p<0,05 vs Controle & 1p<0,05 vs 2R1C (Tukey
— ANOVA de 1 via).
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Por conseguinte, a DAx também foi eficiente em diminuir os niveis séricos
de creatinina (de 0,64 * 0,14 para 0,48 + 0,06 mg/dL , n=6) e ureia (de 102,0 £
38,0 para 46,00 + 6,7 mg/dL, n=6) dos animais hipertensos renovasculares

quando comparado ao grupo controle (0,47 £ 0,02, n=6).
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Figura 12: Efeitos da denervagado aferente renal nos niveis de creatinina (A) e
ureia sérica (B) de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C). *p<0,05 vs Controle & {p<0,05 vs
2R1C (Tukey — ANOVA).

5.3 Efeitos da denervagao aferente renal no estresse oxidativo e

inflamacgao renal dos animais hipertensos renovasculares

Interessantemente, a avaliagdo da produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), pela técnica de DHE em ambos os rins, mostrou que a DAXx foi
capaz de reduzir a intensidade tanto do rim isquémico (76%, n=4 por grupo)
quanto do contralateral (27%, n=4 por grupo) dos animais hipertensos

renovasculares, como mostra a figura 13..
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Figura 13: Efeitos da denervacao aferente renal na produgdo de ROS do rim
isquémico (A) e contralateral (B) de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C). *p<0,05 vs
Controle & 1p<0,05 vs 2R1C (Tukey — ANOVA).

Ademais, a quantificacdo de RNAm dos receptores AT-1 de Ang Il no rim
isquémico do animal hipertenso (n=4) encontrava-se elevada e, apos a DAX,
houve uma redugao significante comparada ao grupo controle (76%, n=4)
(figura A). A expressdo génica das subunidades do complexo enzimatico

NADPH oxidase, gp91phox (figura B) e p47phox (figura C) encontravam-se
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elevadas no rim isquémico dos animais hipertensos (n=4), porem a DAX
reduziu tanto p47phox (68%) como gp91phox (84%) quando comparado ao

grupo controle (n=4).
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Figura 14: Avaliagdo da expressdao génica do receptor AT-1 (A) e das
subunidades de NADPH oxidases, p47phox (A) e gp91phox (B) no rim isquémico

de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C). *p<0,05 vs Controle & 1p<0,05 vs 2R1C (Tukey -
ANOVA).

Nao se obteve mudanga entre os grupos na expressao génica dos
receptores AT-1 (figura 16A), e das subunidades do complexo enzimatico
NADPH oxidase, gp91phox (figura 16B) e p47phox (16figura C) no rim

contralateral (n=4/grupo).
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Figura 15: Avaliagao da expressdao génica do receptor AT-1 (A) e das
subunidades da NADPH oxidase, p47phox (B) e gp91phox (C) nos rins
contralaterais de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C). (Tukey — ANOVA).
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Nao foi observado mudanga na avaliagcdo das enzimas antioxidantes,

superoéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) em ambos o0s rins.

Tabela 3: Efeitos da denervagdo aferente renal na concentragdo de enzimas

antioxidantes em ambos os rins de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C).

Controle 2R1C 2R1C DAXx
Rim Isquémico (n=28) (n=6) (n=6)
SOD, U/mg 0,098 + 0,035 0,132+ 0,038 0,110 £ 0,069
GPx, U/mg 0,036 + 0,009 0,041 +0,013 0,039+0,013
Rim Contralateral (n=7) (n=7) (n=7)
GPx, U/mg 0,038 £ 0,010 0,036 £ 0,010 0,033 £ 0,011
SOD, U/mg 0,112 £ 0,033 0,161 £ 0,074 0,130 £ 0,038

Dados expressos em média £ DP. (Tukey — ANOVA).

Além disso, ndo se obteve mudangas na avaliagdo dos mediadores
inflamatorios, interleucina-10 (anti-inflamatorio), interleucina-6 e fator de
necrose tumoral- a (pro-inflamatérios) em ambos os rins. Entretanto, foi
possivel observar uma diminuigdo na expressao de TNF-a no rim contralateral

dos animais hipertensos.
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Tabela 4: Efeitos da denervagcdao aferente renal na concentragdo renal de

citocinas de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C).

Controle 2R1C 2R1C DAXx
Rim Isquémico (n=28) (n=16) (n=16)
24,03+ 7,10 21,74 £+ 15,74 20,93 £ 15,11
IL-10, U/mg
112,8 £ 35,1 93,44 + 64,24 90,87 £ 67,52
IL-6, U/mg
10,9+2,9 9,6+5,9 11,8 £ 9,1
TNF-a, U/mg
Rim Contralateral (n=7) (n=7) (n=7)
23,26 +4,8 16,30 £ 10,83 25,04 £+ 7,1
IL-10, U/mg
110,7 £ 27,64 84,7 + 38,2 124,6 + 34,23
IL-6, U/mg
11,2+ 3,1 7,7%3,9* 13,0+ 4,4
TNF-a, U/mg

Dados expressos em média £ DP. *p<0,05 vs Controle (Tukey — ANOVA).

5.4 Efeitos da denervagao aferente renal na proteinuria e expressao de
proteinas renais dos animais hipertensos renovasculares

Com relagao a avaliagao do padrao de excrecao de proteinas na urina
pelo peso molecular, € possivel observar uma predominancia maior de
albuminuria (peso molecular da albumina: 69 kDa) nos animais hipertensos
renovasculares. Todavia, apdés a DAx essa predominadncia diminui se
comparada ao grupo controle. Ademais, nédo foi possivel observar diferenga
entre 0s grupos, com relagdo a expressao de proteinas de baixo peso

molecular.
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Figura 16: Efeitos da denervacao aferente renal no padriao de excrecao de
proteinas na urina de acordo com o peso molecular. A esquerda o grupo
controle, ao meio o grupo 2R1C e a direita o grupo 2R1C DAXx.

Adicionalmente, a DAXx foi capaz de melhorar proteinuria (20 3,n=6a9
+ 2 mg/dia, n=7) e a microalbuminuria (0,87 £ 0,24 a 0,13 + 0,05, n=4) do grupo
hipertenso. Da mesma forma, foi possivel observar uma diminuicao dos niveis

de AGT urinario (197,2 £ 97,7 a 64,31 + 53,90, n=5) apds a realizagdo da DAX.
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Figura 17: Efeitos da denervagado aferente renal nos niveis de proteinuria (A),
microalbuminuria (B) e AGT urinario (C) de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C). *p<0,05
vs Controle & 1p<0,05 vs 2R1C (Tukey — ANOVA).

No entanto, em relacdo a avaliagao da excregcao de proteinas de baixo
peso molecular (proteina-4 de ligagdo ao retinol — RBP4), ndo se obteve

diferenga entre os grupos estudados.
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Figura 18: Efeitos da denervagao aferente renal nos niveis de RBP4 de ratos 2
rins, 1 clipe (2R1C). *p<0,05 vs Controle & 1p<0,05 vs 2R1C (Tukey — ANOVA).

Finalmente, como mostrado nas figuras a seguir, a expressao proteica das
proteinas estruturais da “slit membrane”, podocina (~42 kDa) (Figura 20) e
nefrina (185-200 kDa) (Figura 21), em ambos os rins, rim isquémico e
contralateral, ndo se obteve diferencas significativas entre os grupos.
Entretanto, é notavel uma tendéncia do grupo hipertenso em expressar menos

a podocina, principalmente no rim contralateral.



44

Podocina (Rim Ipsilateral) Podocina (Rim Contralateral)

Podocina w= = == Podocina B & & o - &

GAPDH - - e @& @ w= e e =« GAPDH & & = = & o o o

Controle | \ 2R1C \ 2R1C DAx Controle ‘ | 2R1C | 2R1C DA
T X
g 1504 2 150
) )
2 T
8 < 100- g = 1004
2% - g2
£3 33 -
g= 50 g2 50
o o
o [-]
"o w3
w "
] 'd
[ 04 2 .
£ Controle 2R1C 2R1C DAX & Controle 2R1C 2R1C DAx

Figura 19: Efeitos da denervacgao aferente renal nos niveis proteicos de podocina
em ambos os rins de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C). (Tukey — ANOVA).
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Figura 20: Efeitos da denervagao aferente renal nos niveis proteicos de nefrina
em ambos os rins de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C). (Tukey — ANOVA).
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Adicionalmente, ndo houve alteracdo na expressao dos receptores endociticos

megalina (<600 kDa) e cubilina (460 kDa) em ambos os rins.
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Figura 21: Efeitos da denervacao aferente renal nos niveis proteicos de megalina
e cubilina em ambos os rins de ratos 2 rins, 1 clipe (2R1C). (Tukey — ANOVA)
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5.5 Sumario dos Resultados

Os principais achados do presente trabalho foram:

a)

A DAx foi eficaz em reduzir os niveis de PAM, entretanto ndo a
normalidade quando comparado ao grupo controle. Adicionalmente,
reduziu a ANSr para ambos os rins;

A ingestdo de agua e fluxo urinario de 24h apresentavam-se elevados
no grupo hipertenso renovascular, e a DAx reduziu esses parametros,
sem alterar concentracdo sérica e a carga excretada de Na' e K.
Ademais, a DAX reduziu os niveis séricos de creatinina e ureia;

Quanto ao estresse oxidativo, a DAx foi capaz de reduzir a expressao
génica de receptores AT-1 de Ang Il e das subunidades de NADPH
oxidases, p47phox e gp91phox no rim isquémico dos animais
hipertensos. Além disso, a DAx diminuiu os niveis de ROS em ambos os
rins, sem alterar a atividade das enzimas antioxidantes ou marcadores
de inflamacgao;

Outro fator consistente de nossos resultados, foi que a DAx efetivamente
diminuiu os niveis de proteinuria, albuminuria e AGT urinario,
demonstrando ser uma técnica efetiva contra lesdo renal neste modelo
de hipertensao;

Por fim, ndo foram observadas diferengas significativas na expressao
proteica de podocina e nefrina, bem como dos receptores endociticos

megalina e cubilina em ambos os rins.
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6. Discussao

Os principais achados do presente trabalho foram que a DAx diminui a
PA, ANSr, ROS em ambos os rins e melhora a fungao renal, proteinuria e
ativagcdo do SRA intrarrenal dos animais hipertensos renovasculares. Estes
dados permitem afirmar que as fibras aferentes renais desempenham um
importante papel na manutencdo da PA e ANSr no modelo de hipertensao
renovascular. Corroborando a outros estudos experimentais que demonstraram
que os nervos aferentes renais estdo envolvidos na HA (Campese e Kogosov,
1995); (Wyss et al., 1987) e da atividade do SNS (Opairil et al., 1987; Campese

e Kogosov, 1995).

Todavia, esses estudos prévios utilizaram o método denominado
rizotomia dorsal (Kopp e Buckley-Bleiler, 1989), o qual € uma técnica cirurgica
que secciona as raizes dorsais da medula espinal nos niveis T9-L1,
interrompendo, assim, ndo apenas os estimulos neurais aferentes do rim, como
outras sinalizagdes aferentes viscerais, tanto somaticas quanto cutaneas neste
nivel vertebral (Kopp et al., 2008). Desta forma, o método utilizado no presente
projeto, recentemente descrito por Foss e colaboradores (2015), foi
demonstrado ser seletivo na ablacdo das fibras aferentes renais com a
utilizacdo de capsaicina em alta concentracido, como confirmado pela técnica
de imunohistoquimica de CGRP na pelve renal. Sabe-se que a maioria das
fiboras aferentes renais sdo ndo mielinizadas e sensiveis a capsaicina
(Knuepfer e Schramm, 1987) e que os receptores TRPV1 estéo localizados ao
longo dos axbnios de fibras sensoriais, bem como em terminais nervosos

(Szallasi et al., 1993). Estes receptores sao considerados canais catidnicos
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nao-seletivos ativados por ligante com uma permeabilidade nove vezes
superior para ions Ca?* em relagdo aos ions Na* (Tominaga et al., 1998;
Holzer, 2008) e um integrador de uma grande variedade de estimulos fisicos e
quimicos exogenos e endogenos, incluindo a capsaicina, calor nocivo (>43°C),
e protons (pH<6,5) (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998). Portanto, a
aplicagao de capsaicina 33 mM nos nervos renais dessensibiliza seletivamente

as fibras aferentes (Foss et al., 2015), sem afetar as fibras simpaticas.

Uma vez que foi demonstrado que a denervagao renal em ovelhas com
insuficiéncia renal crénica (IRC) comprometeu os mecanismos compensatérios
numa situacdo de hemorragia, como a liberacdo de renina na circulacéo e
aumento da FC, potencialmente devido a remocao das fibras simpaticas (Singh
et al., 2017), nosso estudo mostra que a denervagcdo somente das fibras
aferentes renais na hipertensédo de origem renal é mais vantajosa para diminuir
os efeitos deletérios da hiperatividade nervosa simpatica renal, sem
comprometer o papel fisiolégico das fibras simpaticas, sobretudo diante de

desafios de redugao da volemia.

E sabido que no modelo 2R1C ocorre ativacdo do SRA (Cuzzocrea et al.,
2004). A Ang IlI, além das suas acgbes classicas como substancia
vasoconstritora, estimula a sensacdo de sede e apetite ao sédio em regides
encefalicas, como 6rgaos circunventriculares e regides periventriculares
(Davern e Mckinley, 2013). E provavel que a Ang Il tenha contribuido para que
0s animais hipertensos ingerissem mais agua do que os animais normotensos
(grupo controle) e, através do mecanismo de pressao-diurese, produzissem um
volume urinario maior. Entretanto, os dados mostram que a denervacao

aferente renal foi eficaz em reduzir de forma significante os niveis de ingestédo



49

de agua e volume urinario nos animais hipertensos sem alterar carga excretada
de sodio e potassio. Esse efeito pode ter sido parcialmente decorrente da
reducdo da PA pela deaferentacdo renal, no entanto, ndo podemos descartar a
possibilidade de um possivel efeito sobre o SRAA em regides centrais,
circulante e/ou intrarrenais, visto que o aumento de AGT urinario nos animais
hipertensos, um importante marcador de ativagado do SRAA intrarrenal (Kobori

et al., 2007), foi reduzido pela DAX.

Ademais, diversos estudos realizados em ratos 2R1C, em nosso
laboratério, demonstraram que ativagcdo do SRAA contribui para o estresse
oxidativo nos rins e no RVLM e PVN, levando a hiperatividade simpatica e HA
(Oliveira-Sales et al., 2008) (Nishi et al., 2013). Ademais, foi observado que o
estresse oxidativo renal pode estar associado ao aumento da excrecido de duas
substancias: 8-isoprostano PGF2 e malondialdeido17 (Welch et al., 2003) e,
também com o aumento da imunorreatividade da nitrotirosina no rim no modelo
2R1C (Bosse e Bachmann, 1997). Portanto, os dados sugerem que o aumento
do estresse oxidativo renal € um mecanismo envolvido na hipertensao arterial
no modelo renovascular. Além disso, estudos do nosso grupo demonstraram
que o aumento da expressao génica de receptores AT-1 estava associado ao
aumento na expressao de subunidades da NADPH oxidase e a redugdo da
enzima antioxidante catalase no rim isquémico de animais 2R1C (Nishi et al.,
2010) Os dados do presente estudo sugerem que os mecanismos subjacentes
do estresse oxidativo sédo diferencialmente mediados nos rins contralateral e
clipado (isquémico) de ratos hipertensos renovasculares, visto que nao foi
observado aumento significativo da expressao génica de receptores AT-1 e das

subunidades da NADPH oxidase, p47phox e gp91phox no rim contralateral e
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nem diferengcas nas enzimas anti-oxidantes SOD e GPx. Além disso, o
aumento do AGT urinario, ou seja, ativagdo do SRA intrarrenal pode agir
indiretamente de modo a aumentar o estresse oxidativo no rim contralateral.
Contudo, no rim clipado desses animais o estresse oxidativo parece ser uma
consequéncia do aumento da atividade do nervo renal, ativagdo do SRA
intrarenal, aumento da expressdo génica de receptores AT-1 e das
subunidades da NADPH oxidase, p47phox e gp91phox. Entretanto, a
denervacao aferente renal foi eficaz em reduzir os niveis de expressdo dos
genes de AT, p47phox e gp91phox no rim clipado..
Ademais, Peleli M. e colaboradores demonstraram que a denervagao renal foi
capaz de atenuar a hipertenséo e a disfuncédo renal em um modelo de doenca
cardiovascular e renal em ratos Sprague Dawley, a qual estd associado a
reducao da atividade da NADPH e da xantina oxidase (Peleli et al., 2017).
Embora nossos dados mostrem que a DAx foi eficaz em reduzir o estresse
oxidativo tanto no rim clipado quanto no contralateral, mais experimentos
precisam ser realizados para mostrar se foi um efeito direto ou indireto das
fibras aferentes. Estudos de Kim e Padanilam (2012) demonstraram que o
bloqueio de receptor ax-adrenérgico para norepinefrina e receptor para CGRP
impediu a formacdo de processos fibréticos, resposta inflamatéria e morte
celular tubular. Além disso, foi demonstrado no mesmo estudo que tanto a
norepinefrina quanto o CGRP induziram apoptose e liberacdo de fatores
profibréticos capazes de estimular a diferenciacdo de fibroblastos para
miofibroblastos em células epiteliais tubulares, contribuindo, assim, para a
geracgao de fibrose e inflamacgao renal (Kim e Padanilam, 2013). A hipdtese é

que o neuropeptideo CGRP esta presente durante diversas respostas e podem
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induzir a liberagao de citocinas em varias circunstancias (Yaraee et al., 2009).
Uma vez que tanto a Ang Il (Mezzano et al., 2001), quanto o estresse oxidativo
(Kim e Padanilam, 2013) contribuem para a inflamagéo e fibrose renal, foi
investigado se a DAx modifica também inflamagdo no modelo renovascular.
Entretanto, nossos dados da producdo de citocinas, dentre elas, IL-10, IL-6 e
TNF-a, ndo foram diferentes entre os grupos, no entanto, TNF-a esta diminuido
no rim contralateral do grupo hipertenso, sabe-se que TNF-a é principalmente
produzido pelos macrofagos apds recrutamento, e, juntamente com IL-1(3
participam como gatilho para sintese e liberagdo de outras citocinas. Portanto,
nao podemos descartar a hipétese de que outros mediadores inflamatorios
podem estar aumentados ou diminuidos no modelo renovascular, colaborando

ainda mais para a progressao da doencga.

Em um estudo anterior, demonstramos que a denervacao renal, mas nao
a diminuicao parcial da PA pela hidralazina, melhora a funcao renal, a lesdo e o
estresse oxidativo no rim isquémico do modelo hipertensivo 2K1C (Nishi,
2019). No entanto, a redugao parcial da PA melhorou a lesdo renal, mostrando
que diferentes mecanismos estao envolvidos nas alteragdes do rim isquémico e
contralateral dos animais hipertensos renovasculares, Baseado nisso, os dados
da presente Tese indicam que a DAx melhora as alteragdes renais, sobretudo o

estresse oxidativo e a proteinuria, independente da reducgao parcial da PA.

Outro fator preponderante e intrigante dos nossos resultados € que a
presenca de proteinuria e microalbuminuria indicam um comprometimento da
funcao renal, no entanto, a DAx foi capaz de reverter estes parametros. A
microalbuminuria (<30mg/24h) indica um comprometimento da BFG e é

utilizada para o diagndstico de lesdo renal precoce em pacientes hipertensos
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essenciais (Viberti e Karalliedde, 2014) (Ruilope et al., 2014). Além disso, a
presenga de microalbuminuria, em pacientes hipertensos essenciais indica
maior frequéncia de eventos cardiovasculares, de doenca periférica e de
mortalidade (Mogensen, 2010). Sabe-se, também, que a denervagéo renal total
em pacientes hipertensos resistentes foi capaz de reduzir a prevaléncia de
micro e macro albuminuria e, desta maneira, desde que a albuminuria seja um
independente fator de risco renal e cardiovascular, o estudo sugere que ha
uma diminuicdo nestes riscos nos pacientes (Schimieder, RE, 2014). Além
disso, outro estudo com pacientes com doenca renal crdnica e hipertensao
resistente aponta que a denervacgao renal foi capaz de aumentar o RFG e
reduzir albuminaria (Lugon JR, 2013). Portanto, como a DAx foi capaz de
reverter a proteinuria, avaliamos os principais mecanismos subjacentes

envolvidos.

E sabido que lesdes glomerulares, tubulares ou ambas podem culminar
em proteinuria maciga, portanto, avaliamos alguns dos principais e importantes
elementos encarregados em manter uma filtracdo renal adequada. Estudos
clinicos evidenciam que uma das causas predominantes de sindrome nefrética
em adultos s&o danos nos poddcitos (Mundel e Shankland, 2002) (Shankland,
2006). Portanto, foi interessante avaliar se a proteinuria presente no modelo de
hipertensdo renovascular advinha de lesbes nos poddcitos, sobretudo, com
diminuicdo da expressao de podocina e nefrina. Contudo, ndo observamos
diferengas significativas entre os grupos, no entanto, € notavel a tendéncia do
grupo hipertenso em expressar menos a podocina. Ademais, o nosso resultado
do padrdo de excrecdo de proteinas mostra qualitativamente uma maior

prevaléncia de albumina, assim como nosso resultado de microalbuminuria,
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indicando um comprometimento glomerular nestes animais também.
Sobretudo, ndo descartamos a hipotese de que o aumento de ANSr, ativacao
do SRA intrarrenal e estresse oxidativo neste modelo esteja favorecendo uma

maior progressao da lesao renal.

Além disso, estudos recentes tém mostrado que lesdes do tubulo proximal
parecem contribuir também para a progressédo de doencgas renais (Peterson e
Berggard, 1971). Camundongos nocaute para a megalina apresentam
proteinuria de baixa massa molecular relativa e albuminudria (Leheste et al.,
2003). Ainda, nos estagios iniciais do diabetes sdo observados proteinuria de
baixo peso molecular e albuminuria sugerindo que a fungdo dos receptores
endociticos possa estar prejudicada (Mundel e Shankland, 2002; Tenten et al.,
2013). Em ratos espontaneamente hipertensos, apesar do aumento da
expressdo de megalina, uma diminuicdo na expressdo de megalina na
superficie da membrana apical do tubulo proximal foi demonstrada (Silva-
Aguiar RP). Portanto, embora ndo tenhamos encontrado diferenca estatistica
na abundancia da megalina ou cubilina, ndo podemos descartar a possibilidade
de que a localizagdo ou avaliagédo funcional da maquinaria endocitica esteja
alterada nos rins de ratos 2R1C. Outra explicacdo é que esses receptores
estejam saturados (Mundel e Shankland, 2002; Tenten et al., 2013), levando ao

aumento da albuminudria no grupo hipertenso renovascular.

Em suma, a hipotese € que neste modelo a presenca de proteinuria seja
inicialmente uma lesédo glomerular, visto que no modelo renovascular ha uma
diminuicdo do fluxo sanguineo renal, aumentando PA, ANSr e Ang Il e, desta
forma, no decorrer da progressao da doenga com a presencga de proteinuria

macica nao descartamos a possibilidade de uma lesao tubular, aumentando
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ainda mais a acgao deletéria da doenca e a evolugao para uma insuficiéncia
renal (IR), sobretudo na fase tardia da hipertensdo renovascular quando o
bloqueio do SRA ou a remocéo do clipe renal ndo reverte a HA (Martinez-
Maldonado, 2001). No entanto, mais experimentos precisam ser feitos para
verificar tal possibilidade. Todavia, intrigantemente a DAXx foi capaz de reduzir
albuminuria nos animais 2R1C, mostrando ser um método eficaz em impedir a

progressao da HA e consequente lesao renal.

Vale salientar ainda que lesbes ou alteracbes em outras camadas que
fazem parte da BFG podem acarretar em proteinuria, como o glicocalix no
endotélio fenestrado. (Banek et al., 2016) Estudos experimentais relataram que
alteragdes no “glicocalix” estavam associadas a proteinuria, destacando a
importancia deste complexo (Pries et al, 2000). Ademais, a MBG também
possui total influéncia na filtracdo de macromoléculas, seu componente
principal é o colageno tipo IV, fornecendo suporte ao capilar glomerular
(Andeen et al., 2015) (Toblli et al., 2012). Enfatizando este conceito, alteragdes
ou mutagdes neste elemento podem culminar em aumento da lesdo renal.
Portanto, seria interessante avaliar também a composicdo de outras camadas
da BFG frente a hipertensao renovascular e ainda se a DAx modula de forma

positiva estes parametros.
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7. Concluséao

Em conjunto, nossos dados indicam que as fibras aferentes renais
podem contribuir para mecanismos de alteracdo renal, como o estresse
oxidativo, proteinuria e albuminuria, e, assim, para a hipertensdo arterial no
modelo renovascular (figura 23). A remogao seletiva das fibras aferentes
parece ser um método eficaz para reduzir a hiperatividade simpatica renal e
aumento do SRA intrarrenal, sem comprometer a funcéo das fibras simpaticas

no modelo 2R1C.

Hipertensao
Renovascular

Aferéncia

| PA

1 S. N. Simpatico
LAngll

Isquemia
Renal

| Estresse Oxidativo,
Proteinuria e Albuminuria

Figura 22. Esquema representativo dos efeitos da denervagao aferente renal no

modelo de hipertensao renovascular.
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8. Anexos

8.1 Artigos publicados

Nishi EE, Martins BS, Milanez MI, Lopes NR, de Melo JF Jr, Pontes RB, Girardi
AC, Campos RR, Bergamaschi CT. Stimulation of renal afferent fibers leads to
activation of catecholaminergic and non-catecholaminergic neurons in the
medulla oblongata. Auton Neurosci. 2017; 204:48-56. doi:

10.1016/j.autneu.2017.01.003.

Nishi EE, Lopes NR, Gomes GN, Perry JC, Sato AY, Naffah-Mazzacoratti MG,
Bergamaschi CT, Campos RR. Renal denervation ameliorates sympathetic
overactivation, brain oxidative stress and renal lesion in renovascular

hypertension independent of blood pressure reduction. Hypertension Research.

8.2 Artigo em revisédo

Veiga AC, Ferreira GR, Lopes NR, Milanez MIO, Garcia ML, Oyama LM,
Gomes GN, Carvalho PM, Nogueira FN, Bergamaschi CT, Campos RR, Nishi
EE. Influence of afferent renal innervation in chronic kidney disease. Journal of

Hypertension.
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