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Resumo

Introducao: Ainda nio se sabe como a ini-
bicdo farmacoldgica do Sistema Renina An-
giotensina (SRA) afeta os niveis de biomar-
cadores de inflamacdo e fibrose. Objetivo:
Este estudo pretendeu avaliar o efeito de
enalapril, candesartan e alisquireno sobre os
niveis urindrios de citocinas em um modelo
de doenca renal cronica (DRC). Métodos:
Ratos Wistar machos foram submetidos a
remogao cirtrgica de % do parénquima renal
para induzir DRC (nefrectomia), ou subme-
tidos a cirurgia ficticia (controle). Animais
foram entdo randomizados em cinco gru-
pos: Cirurgia ficticia recebendo veiculo; Ne-
frectomia recebendo veiculo; Nefrectomia
recebendo enalapril (10 mg/kg); Nefrecto-
mia recebendo candesartan (10 mg/kg) e Ne-
frectomia recebendo alisquireno (10 mg/kg).
Débito urindrio, ingesta hidrica, pressdo ar-
terial media (PAM) e concentracOes urind-
rias de creatinina, ureia, albumina, Na+, K+,
interleucina (IL) -1B, IL-6, IL-10 e fator de
transformacio e crescimento beta (TGF-B)
foram medidas. Resultados: A nefrectomia
comprometeu significativamente a fun¢io
renal, aumentou a PAM e alterou os niveis
de todas as citocinas avaliadas na urina.
Enalapril, candesartan e alisquireno melho-
raram a funcio renal e diminuiram a PAM e
a IL-6 quando comparado aos grupo de ani-
mais nefrectomizados tratados com veiculo.
Candesartan e alisquireno reduziram IL-1,
enquanto somente candesartan diminuiu o
TGF-B e somente alisquireno aumentou a
IL-10. Conclusao: Enalapril, candesartan
e alisquireno apresentaram efeitos simila-
res em relagdo a melhora da fungio renal e
redu¢do da PAM e dos niveis urindrios de
IL-6 em ratos com DRC. Por outro lado, o
perfil de citocinas diferiu de acordo com o
tratamento, sugerindo que diferentes meca-
nismos sejam desencadeados em resposta ao

local de bloqueio do SRA.

Palavras-chave: angiotensinas; antagonis-
tas de receptores de angiotensina; faléncia
renal cronica; inibidores da enzima con-
versora de angiotensina; nefrectomia.

ABSTRACT

Introduction: It is still unknown how the
pharmacological inhibition of the Renin
Angiotensin System (RAS) impacts the
levels of inflammation and fibrosis bio-
markers. Objective: This study sought to
evaluate the effect of enalapril, candesar-
tan and aliskiren on urinary levels of cyto-
kines in a model of chronic kidney disease
(CKD). Methods: Male Wistar rats were
submitted to surgical removal of % of
renal parenchyma to induce CKD (34 ne-
phrectomy), or subjected to sham surgery
(control). Animals were then randomized
into five groups: Sham surgery receiving
vehicle; 3% Nephrectomy receiving ve-
hicle; 3 Nephrectomy receiving enalapril
(10 mg/kg); % Nephrectomy receiving
candesartan (10 mg/kg) and % Nephrec-
tomy receiving aliskiren (10 mg/kg). Urine
output, water intake, mean arterial pres-
sure (MAP) and urinary concentrations of
creatinine, urea, albuminuria, Na+, K+,
interleukin (IL) -1p, IL-6, IL-10 and trans-
forming growth factor beta (TGF-B) were
measured. Results: Nephrectomy signifi-
cantly impaired renal function, increased
MAP and altered the levels of all evaluated
cytokines in urine. Enalapril, candesartan
and aliskiren improved renal function and
decreased MAP and IL-6 when compared
to vehicle-treated nephrectomized group.
Candesartan and aliskiren decreased
IL-1B, while only candesartan reduced
TGEF-B and only aliskiren increased IL-10.
Conclusion: Enalapril, candesartan and
aliskiren presented similar effects on im-
proving renal function and reducing MAP
and urinary levels of IL-6 in rats with
CKD. On the other hand, cytokine profile
differed according to the treatment, sug-
gesting that differential mechanisms were

triggered in response to the site of RAS
blockade.

Keywords: angiotensins; angiotensin-
converting enzyme inhibitors; angioten-
sin receptor antagonists; kidney failure,
chronic; nephrectomy.



INTRODUCAO

Os efeitos renoprotetores da inibicao do Sistema Renina
Angiotensina (SRA) na doenga renal cronica (DRC) pa-
rece se estender para muito além do controle da hiper-
tensdo arterial.'> Os inibidores da enzima conversora da
angiotensina (ECA) e os bloqueadores dos receptores da
angiotensina tipo 1 (AT1) retardam a progressio da DRC
ndo apenas por meio da reducio da pressao arterial, mas
também por conta de seus efeitos antioxidantes, antipro-
liferativos, anti-inflamatdrios e antifibrogénicos.'> Mais
recentemente, os inibidores da renina comecaram a ser
utilizados como uma nova modalidade de bloqueio do
SRA.* Aliskiren, um prototipo dos inibidores da reni-
na, também apresentou efeitos renoprotetores na DRC
nao-diabética.’

Sabe-se queinflamagio desempenha umimportante
papel na patogenia da DRC. Os niveis de moléculas
relacionadas a inflamacdo, tais como proteina
C-reativa, quimiocinas e citocinas, encontram-se
elevados em pacientes com DRC.® Os pacientes com
DRC exibem um perfil pré-inflamatério desde os
estdgios iniciais da doenca, o que, por sua vez, pode
contribuir para a progressio da doenga.”'" Além de
atuar na inflamagdo, o SRA desempenha um papel
fundamental na fisiopatologia da DRC.>!%13

A estimulacdo exacerbada do SRA promove a pro-
dugio intrarrenal de Angiotensina (Ang) II que se liga
ao receptor AT , produzindo hipertensao glomerular e
sistémica, lesdo endotelial e proteintria.'>'*! Estudos
clinicos e experimentais também chamaram aten¢io
para as interagoes entre Ang II e citocinas, quimio-
cinas e fatores de crescimento, contribuindo para a
progressio da DRC.>'21617 Ang II recruta células in-
flamatorias, induz a liberag¢ao de citocinas e estimula
diretamente os mecanismos de sinaliza¢io intracelu-
lar relacionados a inflamagao renal e fibrose.>!>!%1?

Estudos
interleucina (IL)-1B e a IL-6 s3o importantes

anteriores  demonstraram  que a
mediadores inflamatorios em doencas renais,>®!
enquanto o fator de crescimento transformador beta
(TGF-B) é um importante mediador de fibrose tecidual
renal.'®2° Além disso, a interacdo entre Ang II e estas
moléculas ja foi descrita em modelos experimentais e
em doengas renais humanas.!>!316181% Alguns estudos
também descreveram a agio anti-inflamatéria da IL-
1022 em doengas renais. O presente estudo teve o
objetivo de avaliar o perfil das citocinas urindrias
em resposta a trés diferentes locais de bloqueio
farmacoldgico do SRA em um modelo experimental
de DRC estagio III.

Citocinas urinérias e bloqueio do SRA

MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

O presente estudo incluiu 60 ratos Wistar machos
adultos (idades 60-90 dias), com pesos entre 200-
250g. Os animais foram mantidos em condi¢des de
temperatura controlada em ciclos de 12 horas de luz/
escuriddo, alimentados com ragdo padrdo e agua
ad libitum. Os ratos foram criados no biotério da
Faculdade de Medicina de Itajubd (MG). O estudo foi
aprovado pela Comissio de Etica e Bem-Estar Animal
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
segundo o protocolo CETEA 03/09.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E PROCEDIMENTOS
CIRURGICOS

Para os procedimentos cirtrgicos, os animais
receberam uma injecio intraperitoneal de quetamina
(50 mg/kg) e xilazina (25 mg/kg). De forma a induzir
DRC moderada, os animais foram submetidos a
remogao cirurgica de % do parénquima renal, segundo
as diretrizes desenvolvidas por Ormrod e Miller.>* O
grupo de controle foi submetido a cirurgia placebo.

CIRURGIA PLACEBO - GRUPO DE CONTROLE

Anestesia, raspagem de pelos, assepsia e incisio no
flanco esquerdo foram realizadas para expor o rim
esquerdo, seguidas da disseccdo de tecido adiposo
aderido e da cdpsula renal, preservando a glandula
suprarrenal. Em seguida, foi retirada uma pequena
secdo de tecido cortical renal. Passados sete dias, o
rim direito foi exposto e manipulado.

DRC MODERADA - NEFRECTOMIA %4

Anestesia, raspagem de pelos, assepsia e incisao no flanco
foram realizadas para expor o rim esquerdo, seguidas da
disseccao do tecido adiposo aderido e da cipsula renal,
preservando a glandula suprarrenal. Assim como no
grupo anterior, o rim esquerdo foi exposto para permitir
a excisdo cirurgica dos polos superiores e inferiores do
tecido cortical a partir do lado externo do rim esquerdo.
Passados sete dias, foi feita ligadura do pediculo renal
direito e o rim direito foi removido.

Ap0s a recuperacdo da anestesia, os animais foram
alocados em cinco grupos experimentais (n = 10 por
grupo), abrigados em gaiolas metabdlicas (Tecniplast,
EUA), com livre acesso a dgua e ra¢ao padrao. Apds 72
horas de adaptacido, os animais foram randomizados
para receber diariamente os seguintes tratamentos
por meio de gavagem por 14 dias:
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1. Grupo controle - cirurgia placebo: dgua
destilada (veiculo);

. Nefrectomia %: dgua destilada (veiculo);

. Nefrectomia %: maleato de enalapril 10 mg/kg;

. Nefrectomia %: candesartan 10 mg/kg;

[ I "N OV \S]

. Nefrectomia %: aliskiren 10 mg/kg.

Todos os animais foram submetidos a medicoes de
pressdo arterial média por pletismografia de cauda uma
vez por semana. Débito urindrio e ingestio de agua e
ragdo foram medidos diariamente. Ao final do periodo
experimental (décimo quarto dia), as amostras de sangue
colhidas por pungdo cardiaca sob anestesia com quetamina
e xilazina (50 mg/kg e 25 mg/kg, respectivamente) foram
centrifugadas a 2.500 rpm por 15 min a 4°C. As amostras
de soro e urina de 24 horas colhidas no ultimo dia do
experimento foram armazenadas a -20°C para medi¢io
de creatinina, ureia, Na*, K*, IL-1p, IL-6, IL-10 ¢ TGF-B.
Ao final do protocolo experimental (décimo quarto dia),
os animais foram sacrificados, seus rins removidos e
cortados em secdes de 2 mm e fixados por 24 horas em
formalina tamponada 10%.

TRATAMENTOS E POSOLOGIA

A posologia dos bloqueadores do SRA testadas em
estudos anteriores varia bastante. Nosso protocolo
baseou-se em estudos anteriores em que foi avaliada
a administracdo didria de tratamentos orais em ratos
adultos. Assim, o inibidor da ECA utilizado no presente
estudo foi o maleato de enalapril em dose de 10 mg/
Kg/dia, seguindo o procedimento adotado em estudos
experimentais anteriores realizados com ratos.>>2¢

O ARA utilizado foi o candesartan cilexetil em dose de
10 mg/kg/dia com base no estudo de Lin e colaboradores
sobre os efeitos anti-hipertensivos e anti-inflamatorios de
doses orais de 10 a 15 mg/Kg/dia em ratos Dahl sensiveis
a ingestao de s6dio.”” As doses relatadas de Aliskiren
em estudos experimentais variou de 5 mg/Kg/dia*® a
100 mg/Kg/dia.? Por este motivo, executamos um teste
preliminar com as doses de 10 (n = 5) e 100 mg/Kg/dia
(n = 5), e ambas provocaram os mesmos efeitos sobre
pressdo arterial, pardmetros de fun¢do renal e citocinas
urindrias (dados nio exibidos). Assim, adotamos a dose

de 10 mg/kg/dia de Aliskiren.

MEDIDAS GERAIS E PARAMETROS DE FUNCAO RENAL

De modo a avaliar os pardmetros de fungio renal, a
creatinina sérica e urindria foi determinada por meio
do método colorimétrico modificado de Jaffé (Labtest,
Minas Gerais). A ureia sérica foi determinada pelo método
enzimdtico (Labtest, Minas Gerais). As concentracdes
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séricas e urindrias de sddio e potdssio foram medidas
por fotometria de chama (CELM, Minas Gerais) e a
quantificagio da microalbumindria foi realizada por
turbidimetria (Gold Diagnostic Analises, Minas Gerais).

MEDICAO DAS CITOCINAS URINARIAS

Os niveis urinarios de IL-1B, IL-6, IL-10 e TGF-B1 foram
medidos no dia 14 por ensaio imunoenzimatico (ELISA)
com kits da R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA),
segundo as instrucdes do fabricante. Todas as amostras
foram analisadas em duplicata. As concentracoes
urindrias das citocinas foram expressas em valores
relativos a creatinina urinaria medida na mesma amostra
de urina (pg/mg Cr). Os limites de deteccio de cada
citocina foram: 0,1 mg/ml para IL-1B, 0,039 pg/ml para
IL-6 e 6 pg/ml para IL-10 e TGF-B1. As medi¢des de IL-
1B, IL-6, IL-10 e TGF-B1 foram realizadas em um unico
ensaio para evitar variagoes inter-ensaios. A variagao
intra-ensaio foi inferior a 3%.

HISTOPATOLOGIA RENAL

Apés fixacdo, os cortes foram embutidos em parafina,
cortados em se¢des de S micra e corados com hematoxilina
e eosina (HE). A seguir, os cortes histologicos foram
examinados de forma cega pelo protocolo experimental
sob microscopia dptica (Nikon Eclipse, Japdo). Foram
obtidas imagens de campos ilustrativos.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos na forma de média =
erro padrio da média (EPM). Analise de varidncia
(ANOVA) foi utilizada para comparar as médias
entre os varios grupos, seguida do teste de Student-
Newman-Keuls. O nivel de significancia foi
configurado em p < 0,05.

ResuLtADOS

MEDIDAS GERAIS

O débito urinario dos animais é exibido na Figura
1A. O grupo de nefrectomia que recebeu veiculo
apresentou elevagao significativa do débito urindrio
do primeiro ao ultimo dia do experimento em
comparacdo ao grupo de controle (p < 0,05) e aos
animais tratados (p < 0,05). Por outro lado, os ratos
nefrectomizados tratados com bloqueadores do SRA
(enalapril, candesartan ou aliskiren) mantiveram
débitos urindrios semelhantes aos do grupo de
controle. Ndo houve diferenca significativa no débito
urindrio entre os grupos tratados.
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Figura 1. Débito urinario e ingestado de dgua de ratos submetidos a cirurgia placebo (grupo de controle) ou nefrectomia % acompanhada de vérios
tratamentos: enalapril (10 mg/kg), candesartan (10 mg/kg), aliskiren (10 mg/kg), aliskiren (20 mg/kg) ou agua (veiculo). Débito urindrio (ml/24h) -
painel A - e ingestdo de dgua (ml/24h) - painel B - foram avaliados diariamente por 14 dias. As linhas exibem as médias dos resultados de cinco

ratos por grupo.
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A ingestdo de dgua dos animais € exibida na Figura
1B. Os animais nefrectomizados que receberam
veiculo sofreram elevagdo significativa na ingestdo
de dgua em comparagio ao grupo de controle (p <
0,05) e aos animais tratados (p < 0,05). Como foi
observado no débito urindrio, todos os tratamentos
(enalapril, candesartan ou aliskiren) resultaram em
valores de ingestdo de dgua comparaveis aos do grupo
de controle. A mudanca na ingestio de dgua ocorreu
a partir do segundo dia do experimento e persistiu até
o final.

PARAMETROS DE FUNCAO RENAL

Os pardmetros de fun¢io renal sio apresentados
na Tabela 1. Todos os parametros bioquimicos da
funcdo renal foram gravemente comprometidos
no grupo de ratos nefrectomizados que receberam
veiculo em comparagio aos do grupo de controle
(cirurgia placebo) (p < 0,05 em todas as comparagdes).
Por outro lado, os tratamentos com enalapril (10
mg/kg), candesartan (10 mg/kg) e aliskiren (10 mg/
kg) produziram melhoras significativas em todos
os parametros de fun¢do renal em comparacdo aos
animais nefrectomizados que receberam veiculo (p <
0,05). Além disso, todos os tratamentos resultaram em
parametros de funcdo renal com valores semelhantes
aos do grupo de controle (Tabela 1).

PressAo ARTERIAL MEDIA (PAM)

Como era de se esperar, os animais nefrectomizados

que receberam veiculo apresentaram PAM
significativamente mais elevada que os do grupo de
controle (p < 0,05, Tabela 2). Em contrapartida,
todos os tratamentos (enalapril, candesartan e
aliskiren) reduziram a PAM (p < 0,05, Tabela 2) a
niveis compardveis a dos animais de controle (p >

0,05).

NiVEIS URINARIOS DE cITOCINAS (IL=1B, IL-6, TGF-B E
IL-10)

Como ilustra a Figura 2A-D, os niveis urindrios de
IL-1B, IL-6, TGF-B e IL-10 foram significativamente
alterados apos a nefrectomia % em relacdo ao grupo
submetido a cirurgia placebo (grupo de controle).

Os tratamentos com aliskiren e candersartan
reduziram significativamente os niveis urindrios
de IL-1B em comparacdo ao grupo nefrectomizado
que recebeu veiculo (85,5 = 67,8 pg/mg cr x 1,3
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+ 1,1 pg/mg cr ap6s tratamento com aliskiren e
apresentaram niveis indetectaveis apds administragao
de candesartan (Figura 2A). Por outro lado, enalapril
ndo reduziu os niveis urindrios de IL-1p.

A Figura 2B demonstra que todos os tratamentos
reduziram significativamente os niveis urinarios de
IL-6 (candesartan: 0,30 = 0,13 pg/mg cr, aliskiren:
1,37 = 0,53 pg/mg cr e enalapril 2,50 = 1,25 pg/mg cr)
em comparacdo com a administracdo de veiculo (8,60
+ 4,99 pg/mg cr, p < 0,05 em todas as comparacdes),
atingindo valores compardveis aos do grupo de
controle (0,48 = 0,18 pg/mg cr).

Apenas o tratamento com candesartan foi capaz de
significativamente reduzir os niveis urindrios de TGF-$
em comparagao com os animais que receberam veiculo
(1,17 £ 0,35 x 3,42 = 1,09 pg/mg cr, p < 0,05, Figura
2C). Além disso, apesar de candesartan ter reduzido
significativamente os niveis urindrios de IL-10, aliskiren
os elevou cerca de quatro vezes em relagio aos animais
que receberam veiculo (99,50 = 36,14 pg/mg cr x 22,50
+ 21,50 pg/mg cr, p < 0,05, Figura 2D). Enalapril nio
alterou os niveis urinarios de IL-10 (11,80 = 10,52 pg/
mg cr) em relagdo aos animais nefrectomizados que
receberam veiculo (Figura 2D).

A Tabela 3 mostra todos os valores das medicoes
de citocinas urinarias.

HISTOPATOLOGIA RENAL

A Figura 3 exibe cortes representativos de tecido renal
(ampliag¢do 400 x) corados com HE dos ratos submetidos
a cirurgia placebo tratados com veiculo (grupo de
controle, painel A), ratos submetidos a nefrectomia %
tratados com veiculo (painel B), ratos submetidos a
nefrectomia % tratados com enalapril (painel C), ratos
submetidos a nefrectomia % tratados com candesartan
(painel D) e ratos submetidos a nefrectomia % tratados
com aliskiren (painel E). O grupo de controle apresentou
histologia renal normal (A).

Em agudo contraste, os ratos submetidos a
nefrectomia 3 que receberam veiculo exibiram
intenso infiltrado intersticial inflamatério, distirbio
glomerular e hipotrofia ou dilata¢do tubular anormal
com material hialino na luz tubular (painel B). Os
ratos nefrectomizados tratados com enalapril (C),
candesartan (D) ou aliskiren (E) apresentaram
alteragdes renais teciduais menos graves em relagio
aos ratos nefrectomizados que receberam veiculo.

Todos os tratamentos reduziram os danos
glomerulares e tubulares em comparacio com a
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TABELA 1 PARAMETROS DE FUNCAO RENAL DOS RATOS SUBMETIDOS A CIRURGIA PLACEBO (GRUPO DE CONTROLE) ou
NEFRECTOMIA 3A1 ASSOCIADA A DIFERENTES TRATAMENTOS (VEiCULO, ENALAPRIL, CANDESARTAN OU ALISKIREN)
R . . , Enalapril Candesartan Aliskiren
Parametros Cirurgia Placebo Veiculo 10 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg
Na* Sérico (mEg/l) 141,3+2,3 1570 « 2,1# 141,0 = 2,3* 143,8 + 3,0* 145,3 = 3,8*
K+ Sérico (mEq/l) 43+0,2 5,8 + 0,3* 4,5 + 0,5* 4,4 + 0,4* 4,8 +0,6*
!\r'sés/lr)'”a”o 286,8 + 28,2 185,3 + 20,2* 2683 + 21,2* 2743 + 18,2* 265,3 + 22,8*
K+ Uringrio 212,4 + 32,3 173,56 + 12,1* 210,0 + 173* 219,2 + 171* 208,2 + 12,3*
(mEg/l)
Ureia sérica 33,4 + 35 162,3 + 75* 40,3 + 78* 38,3 + 6,6* 40,8 + 77*
(mg/dL)
Creatinina sérica 1102 53+ 1,0¢ 1,5 + 0,5* 1,4 + 0,6 1,8+ 1,0%
(mg/dL)
Clearance de
creatinina 0,42 + 0,04 0,16 + 0,02 0,38 + 0,03* 0,37 + 0,06* 0,36 + 0,08*
(mL/min)
Microalbumindria 0,42 + 0,4 52,3 + 4,1* 1,0 0,7* 0,8 + 0,5* 1,0  0,9*
(mg/day)
TABELA 2 PRESSAO ARTERIAL MEDIA DOS RATOS nefrectomia 3. Por outro lado, os tratamentos com

SUBMETIDOS A CIRURGIA PLACEBO
(GRUPO DE CONTROLE) OU NEFRECTOMIA
3/4 ACOMPANHADA DE DIFERENTES
TRATAMENTOS (VEICULO, ENALAPRIL,

CANDESARTAN OU ALISKIREN)

Pressao Arterial Média (mmHg)

Grupos Dia 14

Controle (cirurgia placebo) 108 + 6
Veiculo (nefrectomia 3% + &gua) 161 + 5*
Enalapril 10 mg/kg (nefrectomia 3) 102 + 8%
Candesartan 10 mg/kg (nefrectomia %) 105 + 4*
Aliskiren 10 mg/kg (nefrectomia 34) 122 + 6%

A pressdo arterial média dos animais em todos 0s grupos
experimentais foi medida por pletismografia da cauda uma vez por
semana. Os resultados estdo apresentados na forma de média +
EPM dos dez animais por grupo. *p < 0,05: para comparagdes com
0 grupo que recebeu veiculo. p < 0,05: para comparagdes entre 0s
grupos veiculo e controle (cirurgia placebo).

administracio de veiculo, demonstrando efeito
renoprotetor. Em relagdo aos ratos submetidos a cirurgia
placebo, os animais submetidos a nefrectomia % tratados
com bloqueadores do SRA apresentaram elevagdes de
celularidade mesangial e inflamacio intersticial, discreta
hipertrofia glomerular e leve hipotrofia tubular.

Discussao

Nossos dados demonstraram que a inibicio da ECA,
o bloqueio dos receptores AT, e a inibicdo da renina
foram semelhantemente eficazes na reversio das
alteragdes bioquimicas, reducdo da pressdo arterial,
proteintria e danos teciduais renais produzidos pela

enalapril, candesartan e aliskiren alteraram de forma
diferente as citocinas urindrias. Em comparacio com a
administragao de veiculo, o bloqueio dos receptores AT,
com candesartan reduziu significativamente os niveis
urindrios de todas as citocinas (IL-1p, IL-6, TGF-B e IL-
10), enquanto a inibi¢do da ECA com enalapril reduziu
apenas os niveis de IL-6. Inversamente, a inibicio da
renina com aliskiren foi o tnico tratamento que elevou
os niveis urindrios da citocina anti-inflamatéria IL-10.

A nefrectomia % produziu alteragdes significativas
nos parametros de fun¢do renal, incluindo débito
urindrio, concentragio plasmatica e urindria de
eletrolitos, niveis plasmaticos de produtos das escorias
nitrogenadas, clearance de creatinina e excrecio
urindria de proteinas. Politria e polidipsia podem ser
atribuidas a alteracoes nos mecanismos de concentra¢ao
da urina, relacionados a incapacidade da vasopressina
de estimular a reabsorcio de dgua nos dutos coletores
destes animais.’>*' A detec¢do de concentragdes urinarias
mais baixas de sddio e potassio também foi relacionada a
reducdo da capacidade de concentragio urindria.

Por outro lado, Chamberlain e Shirley3? obtiveram
diferentes resultados em relacio a sédio e potdssio em
ratos submetidos a nefrectomia unilateral e subtotal.
Os autores identificaram que a excrecdo geral de sodio
e potdssio pouco foi alterada no grupo submetido a
nefrectomia unilateral, ao passo que nos animais
submetidos a nefrectomia 5/6 pequenas reducdes na
excrecdo de sodio e potdssio foram observadas apenas
durante a primeira semana ap0s a cirurgia.’?
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Figura 2. Efeitos da administracdo de Aliskiren, Candesartan, Enalapril ou Veiculo sobre niveis urinarios de citocinas (IL-1B, IL-6, IL-10 e TGF-B) em
ratos submetidos a nefrectomia %. Os Painéis de A a D exibem IL-1B (A), IL-6 (B), TGB-B (C) e IL-1 (D).
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TaBELA 3 NiVEIS URINARIOS DE CITOCINAS (PG/MG CREATININA) DOS RATOS SUBMETIDOS A CIRURGIA PLACEBO (GRUPO DE

CONTROLE) OU A NEFRECTOMIA %4 SEGUIDA DE DIFERENTES TRATAMENTOS (VEICULO, ENALAPRIL, CANDESARTAN
OU ALISKIREN)

Citocinas Cirurgia Placebo Veiculo Enalapril Candesartan Aliskiren
(pg/mg cr) 10 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg
I-1B N.D. 85,50 + 67,80* 2733 + 23,45 N.D* 1,30 = 1,10*%
-6 0,48 + 0,18 8,60 + 4,99% 2,50 = 1,25* 0,30 = 0,13* 1,37 + 0,53*
TGFB 1,34 + 0,47 3,42 £ 1,09* 2,48 £ 0,96 1,17 + 0,35* 2,75+ 0,83
10 N.D. 22,50 + 21,50* 11,80 + 10,52 N.D. 99,50 + 36,14*

N. D. = niveis ndo-detectaveis *p < 0,05: para comparagdes com o grupo que recebeu veiculo. #p < 0,05: para comparagdes entre 0s grupos
veiculo e controle (cirurgia placebo).
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Figura 3. Cortes representativos de tecido renal (ampliacao 400 x) corados com HE de ratos submetidos a cirurgia placebo tratados com veiculo
(grupo de controle, painel A), ratos submetidos a nefrectomia % tratados com veiculo (painel B), ratos submetidos a nefrectomia % tratados com
enalapril (painel C), ratos submetidos a nefrectomia % tratados com candesartan (painel D) e ratos submetidos a nefrectomia % tratados com
aliskiren (painel E). Painel A representa histologia renal normal. Painel B exibe intenso infiltrado inflamatério e dilatacao tubular com material hialino
na luz (setas pretas). Painel C exibe estrutura glomerular mais preservada (seta preta) e dano tubular menos intenso. Painéis D e E mostram
estruturas tubulares e glomerulares mais preservadas com leve hipertrofia glomerular e hipercelularidade mesangial (setas pretas).
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Tais diferengas podem ser atribuidas, pelo menos em
parte, ao uso de diferentes linhagens de animais, uma vez
que em nosso estudo foram utilizados ratos Wistar e no
estudo de Chamberlain e Shirley® foram avaliados animais
Sprague-Dawley. Além disso, Chamberlain e Shirley*> ndo
analisaram parametros de fun¢io renal apds nefrectomia
%, como no caso de nosso estudo. Devemos ainda
lembrar que os ratos submetidos a nefrectomia subtotal
apresentaram elevados niveis plasmaticos de vasopressina®
e expressao génica reduzida de aquaporinas 1, 2 e 3.3

Em nosso estudo, observamos que todos os
tratamentos testados reverteram poliuria, polidipsia
e as alteracdes das concentracdes de sodio e potdssio
produzidas pela nefrectomia 3. Nado foi possivel
determinar os mecanismos por meio dos quais os
bloqueadores do SRA normalizaram estes pardmetros.
Contudo, sabe-se que Ang II eleva a secre¢io de
vasopressina e acentua os efeitos dipsogénicos.>
Assim, a reducdo da sintese de Ang I em resposta ao
tratamento com enalapril ou aliskiren e o bloqueio
dos receptores AT, pelo candesartan podem reduzir a
liberacdo de vasopressina e a ingestio de dgua, com
consequente normalizacdo do volume e concentracio
da urina.

Todos os tratamentos também reduziram os niveis
séricos de creatinina, a pressdo arterial e a excrecio urindria
de proteina nos animais submetidos a nefrectomia %. A
melhora da fungdo renal, o controle da pressdo arterial e a
redugdo da proteintiria em resposta aos inibidores da ECA
e aos bloqueadores AT, foram amplamente relatados em
estudos clinicos e experimentais.'>'>* Entretanto, nosso
estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos do aliskiren em
ratos submetidos a nefrectomia .

Estudos clinicos demonstraram que aliskiren
exacerba os efeitos anti-hipertensivos de bloqueadores
do canal de cilcio, diuréticos, inibidores da ECA ou
bloqueadores dos receptores AT 3% Além disso,
aliskiren reduziu a proteintria e retardou a progressao
da disfun¢io renal em comparagio com placebo.* Mais
recentemente, o tratamento com aliskiren isolado ou
em combinag¢ao com bloqueadores dos receptores AT,
reduziu significativamente a proteindria de pacientes
com DRC nio-diabética.

Estudos experimentais demonstraram que a
remogao cirurgica de grandes por¢des do parénquima
renal eleva a expressio de vdrios genes pro-
inflamatdrios e estimula a infiltracio do tecido renal
remanescente por macr6fagos.’”*® De acordo com
estes achados, o presente estudo identificou uma
elevacdo significativa das concentragdes urindrias de
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IL-1B, IL-6, IL-10 e TGF-B apds nefrectomia % em
ratos.

Porém, o perfil de citocinas variou dependendo
do tratamento. Por exemplo, o bloqueador AT,
candesartan reduziu todas as moléculas avaliadas (IL-
1B, IL-6, TGF-B e IL-10). Em modelos experimentais
de DRC, o
significativamente reduziu o RNAm de TGF-p em

tratamento com  candesartan
tecido renal e, ao fazé-lo, retardou a progressio
da insuficiéncia renal.*** A administracio de
candesartan também reduziu os niveis renais de IL-
1B e IL-6 e melhorou a fungdo renal em ratos Zucker
obesos.*> Em pacientes diabéticos, o tratamento com
candesartan reduziu os niveis séricos de IL-6.*

Alteracbes menos acentuadas no perfil de
citocinas foram provocadas pela administragio de
enalapril, uma vez que apenas as concentracoes
urindrias de IL-6 foram significativamente reduzidas.
Semelhantemente, Ding et al.** relataram reducdo na
expressdo renal de IL-6 em ratos Wistar submetidos a
nefrectomia unilateral direita.

Por outro lado, ratos submetidos a nefrectomia
subtotal estudados por Ghosh et al.** apresentaram
reducdes nosniveis de IL-1B e TGF-Bapds tratamento com
enalapril. Os resultados obtidos com aliskiren foram um
pouco diferentes em relacdo aos dos demais tratamentos.
O inibidor da renina reduziu as concentracdes urindrias
das citocinas pré-inflamatérias IL-13 e IL-6, sem alterar
os niveis de TGF-p.

Além disso, aliskiren foi o unico tratamento a
elevar os niveis urindrios de IL-10. Em consonancia
com nossos achados, estudos anteriores também
relataram efeitos do aliskiren sobre citocinas pro-
inflamatoérias.*>*48 Matavelli et al.* demonstraram
que o tratamento de ratos diabéticos com aliskiren
reduziu os niveis de IL-6 e TNF-a no intersticio renal
por meio da reducdo das concentracdes renais de Ang II.
Da mesma forma, Wang et al.*® relataram que aliskiren
impediu a eleva¢do dos niveis de RNAm tecidual renal
pela expressdo de citocinas pro-inflamatorias (TNFa e
IL-1B) e atenuou albumintria e glomeruloesclerose em
modelo murino de nefropatia diabética.

Diferentemente de nossos dados, outros
pesquisadores relataram que aliskiren reduziu os
niveis renais de TGF-B em modelo murino de fibrose
renal progressiva* e reduziu a concentrac¢io urindria
desta citocina em pacientes com doengas renais nao-
diabéticas.*” Tal divergéncia entre achados relativa a
TGF-B pode se dever a diferengas entre os modelos
experimentais e/ou ao grau de fibrose.



Contudo, o presente estudo foi o primeiro a
demonstrar elevacio da IL-10 urindria apds uso de
aliskiren. Foi relatado anteriormente que a IL-10
exerce efeitos anti-inflamatérios em diferentes modelos
experimentais de DRC.>'"? Nestes estudos, firmacos
anti-inflamatérios e/ou produtos fitoterdpicos elevaram
os niveis de IL-10 por meio de seus mecanismos de
acao.2?3 Podemos especular que a elevagdo dos niveis
de IL-10 pode contribuir, pelo menos parcialmente, com
os efeitos benéficos dos inibidores da renina também
no tecido renal. Maiores estudos sdo necessarios para
corroborar nossa hipétese.

Estamos cientes das limitacoes de nosso estudo. O
principal ponto é que ndo avaliamos os mecanismos além
das interagdes entre bloqueadores do SRA e citocinas
urindrias. Além disso, nosso estudo ndo nos permitiu
determinar com precisdo o papel das citocinas urindrias
na patogenia da DRC. Por outro lado, alguns aspectos
podem fortalecer nossos achados, incluindo os rigorosos
protocolos experimentais e a baixa variabilidade intra-
ensaio das medicdes de citocinas.

Em conclusdo, o presente estudo mostrou que a
nefrectomia % resultou em alteracdes dos parametros
de fungdo renal, elevagio da pressdo arterial, producdo
de lesdo tecidual renal e elevacio das concentracoes
urindrias de citocinas pré-inflamatérias (IL-1p e IL-6), de
um mediador de fibrose (TGF-B) e de uma citocina anti-
inflamatéria (IL-10). O bloqueio farmacolégico do SRA
em diferentes niveis melhorou a funcio renal, reduziu a
pressdo arterial e alterou o perfil das citocinas urindrias.

Todos os tratamentos reduziram os niveis da citocina
pré-inflamatéria IL-6. Entretanto, apenas a inibi¢io da
renina conseguiu aumentar os niveis do mediador anti-
inflamatério IL-10. Nossos resultados ndo permitiram
a identificacio dos mecanismos de agdo especificos de
cada tratamento, mas sugeriram que a libera¢do local
de moléculas relacionadas a inflamacio e fibrose pode
variar dependendo do local do bloqueio do SRA, e
tais diferengas podem contribuir com os efeitos destes
medicamentos sobre a DRC.
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