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RESUMO 

 

A gentamicina (GT), um fármaco da família dos aminoglicosídeos, é comumente usada 
na clínica médica, por ser efetiva no combate às infecções causadas por bactérias 
Gram-negativas. No entanto, seu uso é restrito, já que induz nefrotoxicidade 
caracterizada por necrose tubular, principalmente, no túbulo proximal. Alguns autores 
tem tentado relacionar a lesão renal induzida pela gentamicina a vários fatores, tais 
como formação de espécies reativas de oxigênio, síntese de endotelinas, formação 
excessiva de óxido nítrico (NO) ou ainda pela ativação da via vasoconstritora do sistema 
renina angiotensina (SRA). A Ang(1-7) é um peptídeo vasoativo do SRA e diversas 
evidências mostram que esse peptídeo apresenta características importantes que lhe 
conferem um papel chave na fisiologia do SRA, contrarregulando as ações da Ang II. 
Nesse sentido, este trabalho visa avaliar os parâmetros da função renal, em ratos com 
necrose tubular aguda (NTA) induzida pela GT sob a infusão de Ang(1-7). Para tanto, 
ratos Wistar machos, foram mantidos em gaiolas metabólicas (GM) e receberam GT (80 
mg/Kg/dia, sc, n=30), por 5 dias ou receberam NaCl 0,9% (CTL, 1ml/Kg/dia, sc, n=33). A 
GT induziu lesão renal caracterizada pela queda do RFG, aumento da creatinina 
plasmática, proteinúria, aumento da excreção urinária da gama-GT e da fração de 
excreção de K+ com redução da concentração plasmática desse íon. A histologia 
confirmou a necrose tubular. Ao término do tratamento, os ratos foram divididos em 8 
grupos: a) CTL-CTL, ratos normais infundidos com salina (n=7); b) CTL-Ang(1-7) ratos 
normais infundidos com Ang(1-7) (100pmoles/100g/min, n=10); c) CTL-A779, ratos 
normais infundidos com A779 (1nmol/100g/min, n=7); d) CTL-Ang(1-7) - A779, ratos 
normais infundidos com a combinação de Ang(1-7) + A779 (n= 6); e) GT-CTL, ratos com 
NTA infundidos com salina (n=7); f) GT-Ang(1-7), ratos com NTA infundidos com Ang(1-
7) (100pmoles/100g/min; n=10); g) GT-A779, ratos com NTA infundidos com A779 
(1nmol/100g/min; n=8); h) GT-Ang(1-7)-A779, ratos com NTA infundidos com a 
combinação de Ang(1-7) + A779 (n=8). Os ratos foram anestesiados (tiopental, 40 
mg/Kg), os vasos femorais e a bexiga foram canulados. As substâncias foram infundidas 
a uma taxa de 30 µl/min, por 1h. Amostras de urina (20 min cada) e de plasma foram 
coletadas. Os parâmetros renais avaliados foram FPR, RFG, FF, FU, FEH2O, FENa+ 
,FEK+, Cosm, CH2O. Nos animais normais a Ang(1-7) promoveu aumento apenas da FF, 
do FU e da FEH2O. Em ratos com NTA, a Ang(1-7) reduziu o FPR. O A779 promoveu 
queda do RFG e aumento da FEH2O e da FEK+ nos ratos CTL, mas não afetou nenhum 
parâmetro renal nos animais GT. A análise da expressão renal de componentes do 
SRA, nos animais com NTA, revelaram aumento da expressão tecidual do RNAm para a 
ECA e para o AT1, mas não houve aumento da expressão gênica para a ECA2, para o 
receptor Mas, nem para a renina. Estes resultados indicam exacerbação da via 
vasoconstritora do SRA em animais com NTA induzida por gentamicina e que a infusão 
da Ang(1-7), quando a NTA já está instalada, exibe apenas efeito hemodinâmico, pouco 
interferindo nos parâmetros tubulares renais, nesse modelo de lesão renal aguda. 

 



 

ABSTRACT 
 
 

Gentamicin (GT), an aminoglycoside is often used against Gram-negative bacteria-
induced infections. However, its use is restricted due to nephrotoxicity which is 
characterized by tubular necrosis mainly at proximal tubular level. Some authors have 
attempted to relate the GT-induced renal injury to factors, such as formation of reactive 
species of oxygen, synthesis of endotelins, release of nitric oxide (NO) and the activation 
of the vasoconstrictor axis of the renin angiotensin system (RAS.). Ang(1-7) is a 
vasoactive peptide of RAS. Some evidences have shown that Ang(1-7) has important 
features as a key in the physiology of RAS, counterregulating the actions of Ang II. The 
aim of this study was to evaluate the renal parameters in rats with GT-induced acute 
tubular necrosis (ATN) under  Ang (1-7) infusion. Male Wistar rats were kept in metabolic 
cages and received GT (80 mg/Kg/day, sc, n=30), for 5 days or NaCl 0.9% (CTL, 
1ml/Kg/day, sc, n=33). GT-  induced renal injury was characterized by GFR decrease, 
plasma creatinine increase, proteinuria and increase in the urinary excretion of gama-GT 
and  fractional excretion of K+ with a concomitant reduction in the plasma K+. Histological 
analysis confirmed the tubular necrosis. At the end of treatment, rats were divided into 8 
groups: ) CTL CTL, normal rats were infused with NaCl 0.9% (n=7); b) CTL Ang(1-7), 
normal rats were infused with Ang(1-7) (100pmoles/100g/min, n=10); c) CTL A779, 
normal rats were infused with A779 (1nmol/100g/min, n=7); d) CTL Ang(1-7) A779, 
normal rats were infused with a  combination of Ang(1-7) + A779 (n= 6); e) GT CTL, rats 
with NTA were infused with NaCl 0.9% (n=7); f) GT Ang(1-7), rats with NTA were infused 
with Ang(1-7) (100pmoles/100g/min; n=10); g) GT A779, rats with NTA were infused with 
A779 (1nmol/100g/min; n=8); h) GT Ang (1-7) + A779, rats with NTA were infused with a 
combination of Ang(1-7) + A779 (n=8). Rats were anesthetized (tiopental, 40 mg/Kg), the 
femoral vessels and the bladder were canulated. Substances were  infused  at rate of 30 
µl/min, for 1h. Samples of urine (20 min each) and of plasma were collected. The renal 
parameters evaluated were: RPF, GFR, FF, UF, FEH2O, FENa+, FEK+, Cosm, CH2O. In 
the normal rats, Ang(1-7) produced an increase only FF, UF and FEH2O. In the rats with 
ATN, Ang(1-7) reduced RPF. A779 decreased the RFG and increased FEH2O and FEK+ 
in normal rats and had no effect on renal parameter in animals GT. Analysis of the renal 
expression of components of RAS showed an increase in the renal expression of ACE 
and AT1 receptors messenger RNA  that in the rat with ATN. Any change in the renal  
expression of ACE2, Mas receptor and renin messenger RNA was detectable. Our 
results indicate that may occur an exacerbation of the vasoconstrictor axis of RAS, ACE-
ANg II-AT1 in the GT-induced NTA and that Ang(1-7) after ATN installation  would not 
greatly affect renal parameters in this model of acute renal injury. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Insuficiência Renal Aguda 

 

Os rins exercem inúmeras funções, as quais incluem eliminação de produtos 

metabólicos, regulação do balanço hidroeletrolítico, do equilíbrio ácido-básico e da 

pressão sanguínea. Quando os rins diminuem sua atividade ou mesmo param de 

funcionar, é desencadeado um quadro denominado insuficiência renal. A insuficiência 

renal aguda (IRA) caracteriza-se por uma redução rápida da função renal, resultando na 

incapacidade dos rins em exercer suas funções básicas de excreção e manutenção da 

homeostase hidroeletrolítica do organismo (Brenner e cols., 2000).  

A IRA é reversível independentemente da etiologia e leva ao acúmulo de 

substâncias nitrogenadas (uréia e creatinina) acompanhado ou não de diminuição da 

diurese (Conger, 1998). A redução abrupta do ritmo de filtração glomerular (RFG) e do 

fluxo sanguíneo renal (FSR) decorrente, entre outros, da intensa vasoconstrição intra-

renal, é o ponto crucial da IRA (Nissesnson, 1998). Este autor relatou, portanto esses 

fatores como sendo os mais importantes no início e na manutenção da IRA: queda da 

permeabilidade do capilar glomerular, back-leak do filtrado glomerular, obstrução tubular 

e vasoconstrição intrarrenal. Mas, os mecanismos pelos quais muitas alterações 

observadas na IRA ocorrem, ainda não foram esclarecidos.  

Diante da dificuldade de se investigar, em humanos, os mecanismos pelos quais 

a insuficiência renal se instala e evolui, diversos pesquisadores têm desenvolvido e 

empregado modelos experimentais, utilizando animais, com o objetivo de se reproduzir 

um quadro de insuficiência renal (Chen e cols., 2003; Zhou e cols., 2000). Dentre os 

modelos utilizados, inclui-se a IRA induzida por antibióticos aminoglicosídeos, como a 

gentamicina. O nome aminoglicosídeo se deve ao fato da molécula ser constituída por 

dois ou mais aminoaçúcares unidos por ligação glicosídica à hexose ou aminociclitol, 

que habitualmente está em posição central. Os aminoglicosídeos são altamente solúveis 

em água, estáveis em pH 6 a 8 e possuem estrutura polar catiônica, o que impede a sua 

 



 

absorção oral e dificulta sua penetração no espaço intracelular ou através da barreira 

hematoencefálica (Oliveira e cols., 2006). 

 

1.2 Nefrotoxicidade induzida Pela Gentamicina 

 

A gentamicina (Fig. 1), dentre outros efeitos, apresenta ação nefrotóxica levando 

ao desenvolvimento de insuficiência renal (Kadkhodaee e cols., 2007; Kadkhodaee e 

cols., 2005; Bledsoe e cols., 2006; Ghaznavi e cols., 2005; Rogers e cols., 1987 e 

Watson e cols., 1987). 

 

                     

Figura 1. – Estrutura química da gentamicina (C21H43N5O7). 

 

O efeito nefrotóxico da gentamicina é maior quando a droga é administrada de forma 

fracionada do que quando usada em dose única (Oliveira e cols., 2001). Além disso, 

Nakano e Ogawa (1982), observaram maior nefrotoxicidade em camundongos quando a 

gentamicina foi administrada no período de repouso, do que no período de atividade. O 

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

maior o número de aminas maior a toxicidade do antibiótico. A gentamicina quando 

comparada a outros aminoglicosídeos apresenta maior nefrotoxicidade em relação, por 

exemplo, à netilmicina e à trobamicina (Cojocel e cols. 1984). 
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1.3 Necrose Tubular Aguda 

 

A lesão renal induzida pela administração aguda de gentamicina é caracterizada 

pela necrose tubular aguda (NTA) localizada principalmente no túbulo proximal (Parsons 

e cols., 2000). Esta lesão é uma das alterações estruturais mais comuns associadas ao 

desenvolvimento da IRA. Algumas alterações decorrentes do uso da gentamicina são 

indicadores de lesão renal das células tubulares. Por exemplo, o nível plasmático 

aumentado de creatinina e a presença enzima γ-glutamiltransferase (γ -GT) na urina são 

fortes indicadores de NTA (Stoycova e cols., 1983; Hofmeister e cols., 1986; Cuzzocrea 

e cols., 2002; Ekor e cols., 2006), sendo a detecção de γ -GT urinária um marcador 

precoce da lesão tubular. Uma redução na concentração plasmática de K+ (Silan e 

cols., 2007), bem como um aumento na fração de excreção de Na+ (Volpini e cols. 

2004; Cuzzocrea e cols., 2002; De-Barros-e-Silva e cols. 1992) e também de K+ (Volpini 

e cols. 2004; De-Barros-e-Silva e cols. 1992), têm sido relatados em ratos tratados com 

gentamicina. As causas para o desenvolvimento da lesão renal induzida pela 

gentamicina podem ser várias. Por exemplo, tem sido proposto que espécies reativas de 

oxigênio (EROS) podem ser os agentes causadores da morte celular em diferentes 

estágios patológicos da insuficiência renal (Fantone e Ward, 1982; Weiss e Lobuglio; 

1982; Halliwell e Gutteridge, 1990). A evolução de EROS pode, ainda, estimular a 

ativação ou expressão de mediadores proinflamatórios o que contribuiria para o 

desenvolvimento progressivo da lesão renal induzida pela gentamicina (Park e cols., 

2009). 

Aumento cortical de fosfolipidose, causado pela inibição de enzimas responsáveis 

pelo metabolismo de fosfolipídios (Laurent e cols. 1982), inibição ou perda da 

integridade da enzima Na+-K+ ATPase (Fukuda e cols., 1991), alterações das enzimas 

lisossomais e lesão das mitocôndrias, ativação do SRA (Hishida e cols., 1994), assim 

como o aumento da síntese de tromboxano A2 (Papanikolaou e cols, 1992) e de 

prostaglandina (Assael e cols. 1985) também tem sido sugeridos como mecanismos 

responsáveis pela toxicidade renal causada pela gentamicina. 

A resposta inflamatória e fibrogênica associada ao aumento dos níveis do fator de 

crescimento tumoral (TGF)- β, endotelina e angiotensina II, durante o tratamento com 

 



 

gentamicina foram implicados na progressão da necrose tubulointersticial (Park e cols., 

2009). A indução apoptótica, pelo uso da gentamicina também tem sido proposta como 

um importante mecanismo citotóxico nos túbulos proximais e nas células mesangiais em 

animais tratados com este antibiótico (El Mouedden e cols., 2000). Espécies reativas de 

oxigênio são importantes mediadores da apoptose induzida pela gentamcina (Ali, 2003). 
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Na doença renal progressiva incluindo a nefropatia induzida pela gentamicina, a 

inflamação renal caracterizada pela infiltração de células tais como 

monócitos/macróagos e miofibrosblastos, tem sido associado ao processo de evolução 

das doenças renais (Schlondorff, 2008). 

A partir do conhecimento dos possíveis mecanismos que induzem a 

nefrotoxicidade pelo uso de gentamicina mais de 200 trabalhos já foram publicados, cujo 

foco principal é a avaliação do efeito renoprotetor de diversas substâncias. Grande parte 

desses trabalhos leva em consideração o mecanismo de indução da lesão renal pela 

formação de radicais livres e nesse sentido usam substâncias antioxidantes como a L-

carnitina (Kopple e cols. 2002), o resveratrol (Silan e cols., 2007), o curcumin (Farombi e 

Ekor, 2006), aminoguanidina (Polat e cols., 2006), o ebselen, um composto derivado do 

selênio (Dhanarajan e cols., 2006), N-acetylcyteine (Mazzon e cols. 2001), ácido caféico 

éster-fenetil (Vardi e cols., 2005), carnosina (Soliman e cols., 2007), ou ainda a co-

administração de vitaminas E e C que reduz a nefrotoxicidade induzida por gentamicina, 

preservando o RFG e prevenindo o aumento na excreção urinária da γ-GT (Kadkhodaee 

e cols., 2005). Além do uso direto de substâncias antioxidantes, alguns autores tem 

usado drogas que mimetizam a enzima superóxido dismutase, neutralizando a ações 

dos radicais livres. Essa substância chamada M40403 atenua os efeitos colaterais da 

gentamicina (Cuzzocrea e cols. 2002). Há trabalhos sugerindo que a formação do óxido 

nítrico (NO), com sabida, ação vasodilatadora, também apresenta efeito renoprotetor 

(Can e cols., 2000; Sen e cols. 2000; Ghaznavi e cols., 2005; Seçilmiş e cols., 2005; 

Ghaznavi e Kadhodaee, 2007;). Alguns estudos fornecem evidências de que a atividade 

de eNOS leva à restauração da função renal após a lesão (Ghaznavi e Kadkhodaee, 

2007). Por outro lado, a ativação de iNOS, durante a lesão renal causa citotoxidade e 

agrava a insuficiência renal. De modo que, o aumento na formação do peroxinitrito, 

nitração da proteína tirosina e aumento na produção de radicais hidroxila podem 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Se%C3%A7ilmi%C5%9F%20MA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


 

contribuir para a evolução de lesões renais induzidas pela gentamicina (Klahr, 1998), 

indicando que em altas concentrações o NO pode apresentar um efeito maléfico para os 

rins.  
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Além desses compostos com ação renoprotetora, Singh e cols. (2009) verificaram 

que o extrato aquoso de Andrographis paniculata, uma planta asiática com ação 

antiinflamatória, apresentou efeito renoprotetor em ratos com NTA induzida por 

gentamicina.  

 

1.4 O Sistema Renina Angiotensina 
 

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um sistema importante na regulação 

central e periférica da pressão arterial e do equilíbrio hidroeletrolítico. A ativação do SRA 

culmina com a formação de peptídeos ativos como a angiotensina II (Ang II) e a 

angiotensina(1-7) (Ang(1-7). Esse sistema é formado por uma cascata de reações 

enzimáticas (Fig. 2), onde a enzima renina hidrolisa o angiotensinogênio formando o 

decapeptídeo, angiotensina (Ang I) que, por sua vez, sofre proteólise limitada pela 

enzima conversora de angiotensina I (ECA), altamente expressa no endotélio vascular 

pulmonar, formando o octapeptídeo Ang II (Dostal e Baker, 1999). A ECA é expressa 

também, em células endoteliais do sistema cardiovascular e do sistema reprodutor. 

Assim, podemos considerar como principais componentes do SRA, o angiotensinogênio, 

a renina, a Ang I, a ECA, a Ang II e, face aos achados recentes, a Ang-(1-7). A Ang II 

exerce ações fisiológicas importantes como vasoconstrição, liberação de aldosterona, 

aumento da reabsorção tubular renal e aumento da secreção de vasopressina, 

(Timmermans e cols., 1993). Recentemente, uma outra enzima, a ECA2, uma homóloga 

da ECA, foi caracterizada em humanos. Essa enzima é uma carboxipeptidase que 

remove um aminoácido (Leu) da Ang I gerando a angiotensina(1-9) (Ang(1-9)) e 

degrada a Ang II em Ang(1-7). Essa carboxipeptidase parece ser essencial na regulação 

da função cardíaca e também está implicada em doenças cardiovasculares (Coates, 

2003; Oudit e cols., 2003). Pela ação de carboxipeptidases, da catepsina A e da ECA2, 

a Ang I também pode ser degradada em Ang(1-9) que, por sua vez, pode ser degradada 

em Ang(1-7). Uma vez formada, a Ang II pode originar basicamente três peptídeos, ou 

 



 

seja, pela proteólise por aminopeptidases, ela pode gerar angiotensina(2-8) (Ang III) e 

angiotensina(3-8) (Ang IV) e pelas ações da prolil-endopeptidase, prolilcarboxipeptidase 

e ECA2, a Ang II pode gerar o heptapeptídeo Ang(1-7) (Fig. 2) (Chappel e cols., 1998; 

Santos e cols., 2000).  

 
6 

Existem dois subtipos principais de receptores para a Ang II farmacologicamente 

definidos e clonados: receptores AT1, e receptores AT2, caracterizados inicialmente por 

Whitebread e cols. (1989) e Chiu e cols. (1989). Esses receptores, com sete domínios 

transmembranas são acoplados à proteína G sendo a ligação do receptor AT2 fraca, 

quando comparada à ligação do receptor AT1 (Touyz e Berry, 2002; Campbell, 2003). 

Ações fisiológicas importantes da Ang II são mediadas por esses receptores, os quais 

predominam no controle de diversos efeitos induzidos por esse peptídeo (Matsusaka e 

Ichikawa, 1997). Entre esses, pode-se citar vasoconstrição, liberação de aldosterona, 

aumento da reabsorção tubular renal, aumento da secreção de vasopressina, aumento 

da freqüência cardíaca, crescimento e proliferação celular, aumento da contratilidade 

cardíaca, facilitação da liberação de catecolamina da terminação nervosa e absorção 

renal de sódio e água (Timmermans e cols., 1993). O receptor AT1 está amplamente 

distribuído em tecidos de vasos sanguíneos, coração, rim, glândula adrenal, fígado, 

cérebro e pulmão. Antagonistas dos receptores AT1, como o losartan e valsartan são 

fármacos anti-hipertensivos que atuam inibindo o SRA. (Jerkic e cols., 2004, Ortiz e 

cols., 2001).  

A segunda maior isoforma de receptor de Ang II, o AT2, é normalmente expressa 

em altos níveis nos tecidos fetais e diminui rapidamente após o nascimento. Ao contrário 

dos receptores AT1, as funções dos receptores AT2 não estão bem esclarecidas 

podendo, quando ativados pela Ang II, desempenhar funções que se contrapõem às do 

receptor AT1, tal como promover vasodilatação. O receptor AT2 também pode ser 

afetado, em adultos, por danos vasculares e cardíacos e durante processos de 

cicatrização e obstrução renal, o que sugere o envolvimento desses receptores no 

remodelamento, crescimento e desenvolvimento tecidual. De Souza e cols. (2004) 

relataram que a Ang II e a Ang(1-7) inibem a atividade da enzima Na+, ATPase por uma 

via acoplada ao receptor AT2. Em adultos, o receptor AT2 está presente no pâncreas, 

coração, rim, adrenais, miométrio, ovário e cérebro.  
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1.5 Angiotensina (1-7) 
 

 A primeira evidência demonstrando a ação biológica da Ang(1-7) foi feita por 

Schiavone e cols. (1988), que verificaram que a Ang(1-7) é equipotente à AngII, quanto 

à liberação central de vasopressina. A Ang(1-7) é um heptapepitídeo biologicamente 

ativo (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro), do SRA e que pode ser formada pela quebra da 

ligação Pro7-Phe8 da Ang I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu, através da ação 

de enzimas como a prolil-endopeptidade (PEP) descrita por Greene e cols. (1982) , pela 

endopeptidase neutra (NEP), ou ainda por uma nova via no qual a Ang 1-7 é formada a 

partir da enzima conversora de angiotensina tipo 2 (ECA2) descoberta por Donaghue e 

cols., (2000) e Tipnis e cols. (2000). A seqüência genômica dessa enzima apresentou 

várias semelhanças estruturais com o gene da ECA humana, por isso, foi denominada 

ECA2 (Fig2). A ECA2 difere da ECA por atuar como uma carboxipeptidase (CP) e não 

como dipeptidilcarboxipeptidase (ECA) e por não ser bloqueada pelo uso de inibidores 

convencionais da ECA (Rice e cols. 2004). Em animais intactos (Chappell e cols., 2004) 

verificaram que a inibição da ECA ou bloqueio do receptor AT1 aumentaram os níveis 

plasmáticos e cardíacos da ECA2.  

A ECA2 pode degradar diretamente a Ang II em Ang-(1- 7) e converter Ang I em 

angiotensina-(1-9), que pode ser clivada pela ECA em Ang-(1-7) ou pela ação de outras 

peptidases (Rice e cols., 2004).  

Assim, a Ang II pode ser convertida diretamente em Ang (1-7) pela ação da ECA2 

e também pela enzima prolilendopeptidases (PEP) e pela prolilcarboxipeptidase (PCP). 

Estudos têm demonstrado, que em rim de ratos o RNA mensageiro da ECA2 foi 

detectado em quase todos os segmentos do néfron, estando ausente apenas na porção 

ascendente fina da alça de Henle, com altos níveis no túbulo proximal (Li e cols., 2005). 

A Ang-(1-7) pode ser hidrolizada pela ECA formando a angiotensina-(1-5) e a 

angiotensina-(1-3). Esta parece ser uma importante via de inativação da Ang- (1-7) 

circulante e possivelmente também da forma tecidual desse peptídeo (Yamada e cols., 

1998). Diversas evidências mostram que a Ang(1-7) apresenta características 

importantes que lhe conferem um papel chave na fisiologia do SRA podendo contra-

regular as ações da Ang II (Santos e cols., 2000). Os efeitos da Ang(1-7) são mediados 

 



 

pelo receptor Mas (Van’t Veer e cols., 1993; Villar e Pedersen, 1994, Santos e cols., 

2006). Este receptor foi descrito inicialmente em células tumorais (Young e cols., 1986) 

e encontra-se acoplado à proteína G (Santos e cols., 2003). A ativação in vitro do 

receptor Mas exibe propriedades antagônicas diretas do receptor de AngII, o AT1 

(Kostenis e cols. 2005). As ações desencadeadas pela ativação do receptor Mas são 

semelhantes àquelas apresentadas pela ativação do receptor AT2 de Ang II (Fig. 2). Na 

ausência ou bloqueio do receptor Mas, vários efeitos da Ang(1-7) são abolidos (Ferreira 

e cols., 2007, Castro e cols., 2006; Santos e Ferreira, 2006, Santos e Baracho, 1992). 

Em ensaios com radioligantes verificou-se que o antagonista específico da Ang-(1-7), o 

D-alanina7-Ang(1-7), chamado de A779, apresenta baixa afinidade pelos receptores de 

Ang II (AT1 e AT2) (Santos e cols., 1994). Handa (2000) ao analisar tecido hepático e de 

medula da adrenal em ratos, reafirmou em seus experimentos a baixa afinidade do A779 

tanto para o receptor AT1 quanto para o AT2. E que, nestes tecidos, a Ang (1-7) 

apresenta afinidade pelos receptores AT1 e AT2 apenas em altas concentrações 

micromolares. 
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Estudos sugerem que a Ang-(1-7) tem efeito vasodilatador tanto em tecido 

intrarrenal quanto em tecidos extrarrenais. Exercendo este efeito pela produção de 

óxido nítrico, de prostaglandinas ou ainda de fatores de relaxamento endotélio-

dependente (Brosnihan e cols., 1996; Heitsch e cols., 2001). Pode ainda, inibir a 

proliferação celular muscular e a trombogênese, (Rajendran e cols., 2005; Kucharewicz 

e cols., 2002). Além dessas, a Ang (1-7) age potencializando o efeito vasodilatador da 

bradicinina (Brosnihan e cols., 1996; Lima e cols., 1997; Heitsch e cols., 2001; 

Rajendran e cols., 2005;). O efeito vasodilatador da Ang (1-7) foi abolido em linhagens 

de camundongos knockout para a ECA2 que apresentaram aumento significativo da 

pressão sanguínea, na ausência dessa enzima (Gurley e cols., 2006). Desse modo, a 

ECA2, por favorecer o efeito vasodilatador pela formação de Ang(1-7) pode apresentar 

ações protetoras tanto da função renal quanto da função cardíaca, além de 

contrarregular as ações da AngII (Ingelfinger, 2009). A descoberta da ECA2 e a geração 

de genes “knockouts” para esta enzima e para o receptor Mas despertaram o interesse 

do papel de Ang(1-7) na patofisiologia renal (Santos e cols., 2006; Dilauro e Burns, 

2009). 
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Análise de rim de ratos demonstrou que injeções intraperitoneais de Ang (1-7) 

nas doses de 20 e 50 nmol/kg induziram a formação de espécies reativas de oxigênio 

(Eros), pela redução da atividade tanto da superóxido dismutase (SOD) quanto na 

atividade da glutationa peroxidase (Gonzales e cols., 2002). 

Quanto ao equilíbrio hidroeletrolítico, a Ang(1-7) promoveu diurese seguida de 

natriurese em ratos anestesiados (Handa e cols 1996), mas Santos e Baracho (1992) 

descreveram efeito antidiurético desse peptídeo em ratos acordados e com sobrecarga 

hídrica, resultados estes confirmados pelo uso de antagonista seletivo de Ang(1-7), o 

A779 que aumentou a diurese em animais com sobrecarga hídrica (Santos e cols., 

1996; Simões e Silva e cols.1998). Joyner e cols. (2008a) verificaram que a Ang (1-7) 

produziu antidiurese associada à “upregulation” de AQP1, enquanto em ratas lactantes 

a Ang(1-7) causou diurese com “dowregulation” de AQP1. Nesse sentido, a Ang(1-7) 

pode promover diurese ou antidiurese, apresentando efeito bifásico na absorção de 

fluidos no túbulo proximal (Garcia e Garvin, 1994).  

 

 

1.6 Necrose Tubular Aguda (NTA) E O Sistema Renina Angiotensina 
 

O SRA tem um importante papel na progressão de lesões renais, mas o seu 

envolvimento na NTA é pouco conhecido (Harris e Martinez-Maldonado, 1995). Além 

disso, poucos trabalhos relatam algum tipo de envolvimento do SRA com a NTA, 

induzida por gentamicina.  

Ortega e cols. (2005) tentaram mostrar uma correlação ente SRA e NTA induzida 

pela gentamicina . Nesse aspecto, eles mostraram que a diminuição na função renal e o 

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

fator mitogênico de células renais, observados na NTA induzida por gentamicina, 

depende do SRA. Esses efeitos foram abolidos pelo bloqueador de receptor AT1 de Ang 

II, o losartan. Foi também observado que a afinidade da Ang II pelo receptor AT1 do 

glomérulo não era afetada pelo tratamento com gentamicina, embora a densidade do 

receptor tenha sido menor no glomérulo dos ratos tratados com o antibiótico (Esquerro e 

cols., 1995).  

 



 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 2. Vias enzimáticas do sistema renina-angiotensina mostrando a formação de peptídeos, a partir 

do angiotensinogênio, através de enzimas conversoras (ECA e ECA2) e ações dos receptores (AT1, AT2 

e Mas) destes peptídeos. CP, carboxipeptidase; ECA, enzima conversora de angiotensina I; ECA2, 

enzima conversora de angiotensina (tipo 2); NEP, endopeptidase neutra; PCP, prolilcarboxipeptidase; 

PEP, prolilendopeptidase. 
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Também, a atividade de renina no glomérulo não foi afetada pelo tratamento com 

gentamicina. Blantz (1980) demonstrou que a Ang II, participa na regulação ativa do 

RFG através da capacidade de influenciar e regular o fluxo plasmático renal e reduzir o 

Kf. Este dado sugere uma importante participação do SRA na patogênese da NTA 

(Thurau e cols. 1976) já que a redução do Kf está relacionada à redução do RFG. 

Assim, entender a participação do SRA no processo de instalação e manutenção da 

NTA tem sido objeto de estudo de alguns pesquisadores. 

Em relação à liberação de renina em animais com NTA induzidas por gentamicina 

Nakajima e cols., (1994) relataram aumento significativo desta enzima no córtex renal 

quando administraram gentamicina 40 mg/Kg/dia, por 13 dias. Neste mesmo ano, no 

entanto, resultados obtidos por Fernández-Repollet e Fantauzzi, sugerem que a 

gentamicina (4mg/Kg/dia) tem efeito inibidor sobre a liberação de renina glomerular. 

Altas doses de gentamicina (120mg/Kg/dia) produziram aumento significativo da 

atividade da renina plasmática e uma simultânea redução do RFG em ratos (Luft e 

Evan, 1980). Esses autores atribuíram a queda do RFG às alterações morfológicas na 

barreira de ultrafiltração observadas neste modelo experimental de indução de NTA. 

Estudos têm demonstrado, que o bloqueio da AngII, pelo uso do antagonista do 

receptor AT1, losartan, causa uma melhora significativa da função renal após indução 

de IR pela gentamicina em ratos (Ortega e cols., 2005).  

Alguns estudos têm demonstrado que o uso de substâncias que suprimem a 

atividade do SRA podem melhorar a função renal em ratos que desenvolveram NTA 

pelo uso da gentamicina. A enzima conversora de Angiotensina (ECA) tem importante 

papel no SRA, pois participa não apenas, na formação de AngI, que será convertida na 

sua forma ativa vasoconstritora, a AngII, mas também é responsável pela degradação 

de bradicinina, que tem reconhecida ação vasodilatadora. O uso de captropil, um 

bloqueador da ECA tem efeito benéfico pelo aumento deste potente vasodilatador renal, 

bem como pela inibição do efeito vasoconstritor da Angiotensina II (Luft e cols., 1982). 

Schor e cols (1981) demonstraram que o uso deste mesmo bloqueador de ECA 

melhorou tanto a redução do RFG quanto a redução do Kf induzidas pela administração 

de gentamicina na dose de 40mg/kg/dia em ratos Wistar. Além desses, o uso de outros 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fern%C3%A1ndez-Repollet%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


 

inibidores como Perindopril, um potente inibidor específico da ECA inibiu o 

desenvolvimento da NTA pelo uso deste antibiótico (Morin e cols.,1989) e o acetato de 

desoxycorticosterona (DOCA) mais ingestão de salina, também atenuou a queda do 

RFG, mas não reduziu a severidade da necrose tubular causada pela gentamicina 

(Yamada e cols, 1992; Hishida e cols., 1994).  
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 Além do bloqueio do SRA outros sistemas parecem estar envolvidos na 

manutenção ou proteção das complicações decorrentes do uso de gentamicina. Estudos 

têm mostrado que agentes vasodilatadores, tais como metabólitos do ácido 

araquidônico (AA) e agentes vasodilatadores como algumas prostaglandinas (PGs), tem 

importante papel no desenvolvimento (AA) ou prevenção (PGs) da NTA induzida por 

esse aminoglicosídeo (Papinokolau e cols., 1992). 

Como já mencionado anteriormente, a nefrotoxicidade da gentamicina parece 

estar relacionada à formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) nas células 

renais (Reiter e cols., 2002; Al-Majed e cols., 2002). As EROs produzem lesão celular e 

necrose por vários mecanismos, incluindo peroxidação das membranas lipídicas, 

denaturação de proteínas e lesão do DNA (Dean e cols., 1991). Conforme citado 

anteriormente, a Ang(1-7) induz a formação de EROs, em rim de rato, pela redução da 

atividade tanto da superóxido dismutase (SOD), como da glutationa peroxidase 

(Gonzales e cols., 2002).  

Pelo exposto, fica evidente o envolvimento de elementos do eixo vasoconstritor 

do SRA e de EROs na NTA encontrando a participação, tanto da renina, quanto da Ang 

II nas lesões renais já bem descritas.  

Neste estudo, a NTA induzida pelo antibiótico gentamicina, foi o modelo de 

escolha. Esse modelo apresenta as seguintes vantagens: i) o processo de indução da 

NTA não é invasivo; ii) para a investigação de possíveis efeitos agudos sobre a função 

renal, de componentes do SRA, os animais são submetidos a apenas um procedimento 

cirúrgico; iii) as alterações observadas na NTA induzida pela gentamicina são bastante 

reprodutíveis e iv) a gentamicina é um fármaco de baixo custo e de fácil manuseio. 

Com relação ao envolvimento do eixo vasodilatador do SRA, Ang(1-7)-Mas, na 

instalação e desenvolvimento da NTA induzida por gentamicina, nenhum relato foi 
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encontrado na literatura. Por isso, o foco principal de investigação, do nosso trabalho, é 

o efeito da infusão de Ang(1-7) sobre a função renal em ratos com NTA induzida pela 

gentamicina. 
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2 Objetivos 
 

2.1 Objetivo Geral 

 Investigar o efeito da infusão aguda de Angiotensina (1-7) sobre os parâmetros 

renais em ratos com necrose tubular aguda induzida pela gentamicina. 

 
2.2 Objetivos Específicos 
 
a) Implantar e validar o modelo de necrose tubular aguda induzida por gentamicina; 

 

b) Determinar parâmetros da função renal em ratos com necrose tubular aguda induzida 

pela gentamicina, sob a infusão aguda de Ang(1-7) na presença e ausência do 

antagonista de receptor Mas, o A779; 

 

c) Determinar através de PCR em tempo real, o conteúdo renal de RNA mensageiro que 

codifica elementos de SRA: renina, angiotensinogênio, enzimas ECA e ECA2 e 

receptores de angiotensinas, AT1 e Mas, em rins de ratos com necrose tubular aguda 

induzida por gentamicina; 
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3. Material e Métodos 
 

3.1 Animais 
 
Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados ratos Wistar machos 

procedentes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais, com peso variando entre 250 e 300g. Desde o 

nascimento, os animais foram mantidos sob um ciclo de claridade - escuridão sendo, 14 

horas de claridade e 10 h de escuridão, recebendo água e alimentação ad libitum. 

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o Comitê de Ética Animal da 

Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo 180/08). 

 

 
3.2 Grupos Experimentais 
 
 Este trabalho foi desenvolvido seguindo basicamente três protocolos 

experimentais: 

 

Protocolo I. Indução de NTA pela gentamicina em ratos. 

Protocolo II. Avaliação da função renal em ratos com NTA induzida pela 

gentamicina sob a infusão aguda de Ang(1-7), na ausência ou na presença do 

antagonista específico de receptores de Ang(1-7), o A779. 

Protocolo III. Avaliação dos níveis renais de RNAm que codificam elementos do 

SRA em ratos com NTA induzida pela gentamicina. 

 

 

O Protocolo I teve por objetivo induzir NTA em ratos pela gentamicina de acordo 

com o protocolo de Appel e cols., (1981). Para a realização deste protocolo, os ratos 

foram colocados, individualmente, em gaiolas metabólicas durante oito dias. Os três 

primeiros dias foram destinados à aclimatação. Em seguida, os ratos foram tratados 

com gentamicina (Gentatec®, 80 mg/Kg/dia, 0,1 ml/100g de peso corporal da solução 

 



 

40 mg/ml), por cinco dias consecutivos. Durante os períodos de aclimatação e de 

tratamento (oito dias ao todo), o volume de urina, a ingestão de água e o peso dos 

animais foram medidos diariamente. Para análises posteriores, uma alíquota de urina (1 

ml) foi coletada em tubos de microcentrífuga (eppendorf) e armazenada a -20 oC. No 3º 

dia após a aclimatação (dia zero, D0), os animais receberam gentamicina 

subcutaneamente (sc), duas vezes ao dia sendo, a primeira dose, às 09:00h da manhã 

e a segunda, às 17:00h. Os ratos do grupo controle foram submetidos ao mesmo 

procedimento recebendo, no entanto, NaCl 0,9% (0,1 ml/100 g de peso corporal). O 

tratamento foi feito por cinco dias (dia zero a dia quatro, D0 a D4). Nos dias 0 (D0), 2 

(D2) e 4 (D4) do período experimental, antes da administração da GT, 

aproximadamente, 1 ml de sangue foi coletado de uma veia da cauda para 

determinação posterior de creatinina, osmolalidade, Na+ e K+ plasmáticos. Nestes 

mesmos dias, amostras de urina foram coletadas para a medida desses mesmos 

elementos e também da enzima γ - GT (Figura 3). 

 

 

 

  
 
Figura 3- Protocolo de indução de NTA pelo uso de gentamicina utilizado nesse trabalho. 

 

Para analisar as alterações morfológicas decorrentes instalação da NTA, ao 

término dos cinco dias de tratamento, os animais foram anestesiados com tiopental 

Período experimental (Indução da IRA, 5 dias) 
10 dia do PE 

(D0) 

09:00h: coleta de urina 
 e plasma; 
09:15h: 1a dose de GT 
17:00h: 2a dose GT 

 
(D1) 

 
(D2) 

 
(D3) 

 
(D4) 

 
(D5) 

09:00h: 3a dose de GT 
17:00h: 4a dose GT 

09:00h: coleta de urina 
 e plasma; 
09:15h: 5a dose de GT 
17:00h: 6a dose GT 

09:00h: 7a dose de GT 
17:00h: 8a dose GT 

09:00h: coleta de urina 
 e plasma; 
09:15h: 9a dose de GT 
17:00h: 10a dose GT 
 

Sacríficio 
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sódico (40 mg/Kg, ip) e colocados em decúbito dorsal sobre uma mesa. Uma incisão 

longitudinal no abdome foi realizada e as vísceras abdominais foram deslocadas de 

modo que o rim direito ficasse exposto. Com auxílio de uma tesoura, o rim direito foi 

removido e decapsulado e o órgão foi colocado em solução de formol tamponado a 

10%. Os rins foram encaminhados para o Laboratório de Patologia Comparada - 

ICB/UFMG, onde foram submetidos às técnicas convencionais de coloração (eosina-

hematoxilina) para análise histológica dos mesmos.  
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O Protocolo II teve como objetivo avaliar o efeito da infusão aguda de Ang(1-7) 

em ratos com NTA induzida por gentamicina.  

Inicialmente, no entanto, tornou-se necessário determinar a dose de 

angiotensina(1-7) [Ang(1-7)] a ser usada em nossos experimentos. Para isso, doses 

crescentes desse peptídeo foram infundidas diretamente na veia femoral direita de ratos 

normais (controles) anestesiados com solução tiopental (40mg/Kg). A infusão foi 

realizada com o auxílio de uma bomba de infusão calibrada para 30 μl/min. O FU 

urinário foi o parâmetro renal medido. A curva dose-resposta cumulativa foi feita com as 

doses de 10, 100 e 1000 pmoles/100g/min de Ang(1-7) sendo, cada dose, infundida por 

30 min. O FU foi medido, por gravimetria, a cada intervalo de 10 min. No período de 

recuperação os ratos foram infundidos apenas com solução salina (NaCl 0,9%). 

A Figura 4 mostra a curva dose-resposta obtida, onde se pode observar que a 

Ang(1-7) aumenta o FU de forma dose-dependente. Baseados nessa curva, 100 

pmoles.min-1.100g-1 foi a dose de escolha para os estudos do efeito da Ang(1-7) sobre a 

função renal em ratos tratados com GT, por não se tratar nem da dose de efeito mínimo 

nem a de efeito máximo. 

Assim, para se avaliar o efeito da Ang(1-7) e de seu antagonista, o A779, sobre a 

função renal em ratos com NTA induzida pela gentamicina, os animais foram divididos 

em oito grupos detalhados no Quadro 1.  
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Figura 4. Curva dose-resposta para o efeito da angiotensina(1-7) sobre o fluxo urinário em ratos normais.  

 

 

Quadro 1 
 

Grupos experimentais Procedimento durante a 
indução da NTA 

Procedimento durante a 
infusão 

CTL-CTL Salina (NaCl 0,9%) Salina (NaCl 0,9%) 

CTL-ANG Salina (NaCl 0,9%) Ang(1-7) 

GT-CTL Gentamicina (80mg/Kg/dia) Salina (NaCl 0,9%) 

GT-ANG Gentamicina (80mg/Kg/dia) Ang(1-7) 

CTL-A779 Salina (NaCl 0,9%) A779 

CTL- ANG- A779 Salina (NaCl 0,9%) Ang(1-7) + A779 

GT- A779 Gentamicina (80mg/Kg/dia) A779 

GT- ANG-A779 Gentamicina (80mg/Kg/dia) Ang(1-7) + A779 

 

Nestes grupos experimentais, os ratos foram submetidos ao mesmo 

procedimento, descrito no Protocolo I, para indução de NTA. Ao final dos cinco dias de 

tratamento, tanto os ratos controle (receberam NaCl 0,9% quando na gaiola metabólica), 

quanto os ratos tratados (receberam gentamicina quando na gaiola metabólica) foram 

 



 

submetidos a procedimentos cirúrgico e experimental para avaliação da função renal. 

Para a execução deste protocolo experimental, os animais foram anestesiados com 

tiopental sódico (40 mg/Kg), intraperitonealmente (ip), e colocados em decúbito dorsal 

sobre uma mesa com temperatura mantida em, aproximadamente, 36 oC. Após a 

tricotomia da região abdominal, foram feitas duas incisões laterais: uma do lado direito e 

outra do lado esquerdo, de modo que as veias femorais direita e esquerda ficassem 

expostas. Uma cânula de polietileno (PE-50) heparinizada foi, então, colocada na veia 

femoral direita para injeção de eventuais doses adicionais de anestésico. Uma outra 

cânula, também heparinizada, foi introduzida na veia femoral esquerda para infusão ou 

de solução salina (NaCl 0,9%) ou da substância a ser estudada (Ang(1-7) ou A779 ou 

Ang(1-7)+A779). Após a canulação dos vasos femorais, a bexiga urinária foi exposta 

através de uma incisão longitudinal na linha média da superfície ventral. A porção apical 

da bexiga urinária foi cauterizada e uma cânula de polietileno (PE-240) foi introduzida e 

firmemente amarrada. A urina foi coletada em intervalos de 20 min, em tubos de 

microcentrífuga (eppendorff) e seu volume foi determinado por gravimetria. Além da 

cânula de polietileno (PE-50) colocada na veia femoral direita para a infusão de 

soluções e injeção de eventuais doses adicionais de anestésico, uma outra cânula (PE-

50) heparinizada foi colocada na artéria femoral esquerda para coleta de sangue. 

Imediatamente após a canulação da veia femoral, iniciou-se, com auxílio de uma bomba 

de infusão, um período chamado período de hidratação onde os ratos receberam NaCl 

0,9%, por 60 min a uma taxa de 51µl/min. Após este período, uma injeção (bolus) de 

200 μl/100g de peso corporal de inulina a 10% e de paraminohipurato de sódio (PAH) a 

1,2%, em NaCl a 0,9%, foi administrado nos ratos. Em seguida, por um período de 60 

min a uma taxa de 30 µl/min, os ratos receberam NaCl 0,9% contendo inulina a 5% e 

PAH a 0,6%. Após esse período, procede-se à infusão das substâncias sob estudo, 

conforme a seguir:  
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Grupo CTL-CTL: os ratos receberam injeção de NaCl 0,9% (sc) na gaiola 

metabólica e durante a infusão receberam NaCl 0,9% contendo apenas inulina a 5% e 

PAH a 0,6%; 

 

 



 

Grupo CTL-ANG: os ratos receberam injeção de NaCl 0,9% (sc) na gaiola 

metabólica e, durante a infusão, receberam NaCl 0,9% contendo inulina a 5%, PAH a 

0,6% e Ang(1-7) (100 pmol/100g/min); 
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Grupo GT-CTL: os ratos receberam injeção de gentamicina (GT, sc) na gaiola 

metabólica e, durante a infusão, receberam NaCl 0,9% contendo apenas inulina a 5% e 

PAH a 0,6%; 

  Grupo GT-ANG: os ratos receberam injeção de gentamicina (GT, sc) na gaiola 

metabólica e, durante a infusão, receberam NaCl 0,9% contendo inulina a 5%, PAH a 

0,6% e Ang(1-7) (100 pmol/100g/min); 

Grupo CTL-A779: os ratos receberam injeção de NaCl 0,9% (sc) na gaiola 

metabólica e, durante a infusão, receberam NaCl 0,9% contendo inulina a 5%, PAH a 

0,6% e A779 (1 nmol/100g/min); 

Grupo CTL-ANG-A779: os ratos receberam NaCl 0,9% (sc) na gaiola metabólica 

e, durante a infusão, receberam NaCl 0,9% contendo inulina a 5%, PAH a 0,6%, Ang(1-

7) (100 pmol/100g/min) e A779 (1 nmol/min); 

Grupo GT-A779: os ratos receberam injeção de gentamicina (GT, sc) na gaiola 

metabólica e, durante a infusão, receberam solução de NaCl 0,9% contendo inulina a 

5%, PAH a 0,6% e A779 (1 nmol/100g/min); 

Grupo GT-ANG-A779: os ratos receberam injeção de gentamicina (GT, sc) na 

gaiola metabólica e, durante a infusão, receberam NaCl 0,9% contendo inulina a 5%, 

PAH a 0,6%, Ang(1-7) (100 pmol/100g/min) e A779 (1 nmol/min). 

Durante a infusão, quatro períodos de ‘clearances’ foram feitos (Fig.05). Para isto, 

quatro amostras de urina, de 20 min cada, foram coletadas sendo, o C0 (clearance 0) 

obtido nos últimos 20 minutos da infusão com NaCl 0,9% apenas (‘clearance’ controle). 

Os outros três períodos de ‘clearances’ (C1, C2 e C3) foram feitos aos 20, 40 e 60 min 

após o início da infusão com as substâncias em estudo, de acordo com o grupo 

experimental pré-estabelecido. Uma amostra de sangue foi coletada na metade do 

período de coleta de cada amostra de urina, ou seja, 10 min após o início de cada 

 



 

coleta de urina. Cada amostra de sangue (0,4 ml) foi coletada em um tubo de 

microcentrífuga com capacidade para 1,5 ml contendo 30 µl de heparina a 5000 UI/ml. 

Para se obter o plasma, as amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm 

à temperatura ambiente, durante 5 min, imediatamente após sua coleta.  

As respostas obtidas representam a média dos 3 períodos (C1+C2+C3/3) de 

clearances. 

 

 

 

 
 

Figura 5- Protocolo para avaliar o efeito de diferentes substâncias sobre a função renal em ratos com 

NTA pelo uso de gentamicina utilizado nesse trabalho. 

 

O Protocolo III objetivou determinar o nível de expressão renal de componentes 

do SRA (renina, angiotensinogênio, enzimas ECA e ECA2 e receptores Mas, AT1) em 

ratos com NTA induzida pela gentamicina. Para isso, os ratos foram submetidos ao 
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procedimento de indução da NTA de acordo com o Protocolo I, descrito anteriormente. 

Em seguida os ratos foram anestesiados com solução tiopental (40 mg/Kg) e através de 

uma incisão longitudinal o rim direito foi retirado e destinado ao estudo morfológico. A 

seguir a artéria renal esquerda foi dissecada. Com o auxílio de uma agulha sem bisel 

colocada nessa artéria, o rim esquerdo foi lavado com NaCl 0,9% (solução estéril) 

contida em uma seringa de 10 ml. Antes de exsanguinar o rim, um corte foi feito na veia 

renal esquerda para dar vazão à solução de lavagem do rim. Após a lavagem, o rim 

esquerdo foi removido e cortado, transversalmente, na região do hilo. Uma fatia de, 

aproximadamente, 100 mg foi separada com lâmina de bisturi e colocada em um tubo 

Falcon (capacidade para 10 ml) contendo 1 ml de solução de Brazol. Imediatamente 

após a coleta do tecido, o tubo Falcon contendo o tecido fatiado, foi imerso em 

nitrogênio líquido e em seguida armazenado a -80 ºC. Essa fatia de rim foi submetida à 

extração de RNA para análise posterior por RT-PCR (“real time - polimerase chain 

reaction”, reação em cadeia da polimerase em tempo real). 
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3.3 Procedimentos Analíticos para Avaliação da Função Renal 
 
3.3.1 Dosagem de creatinina 
 

O RFG, enquanto os ratos foram mantidos em gaiolas metabólicas, foi 

determinado, colorimetricamente, através do ‘clearance’ de creatinina, pelo método 

modificado de Jaffé. A dosagem foi feita utilizando o kit Bioclin (Quibasa), conforme 

instruções do fornecedor, que se fundamenta a na reação da creatinina com a solução 

de picrato, em meio alcalino. O RFG foi determinado utilizando a equação abaixo: 

 

RFG (ml/24h) = ([Creatinina urina] (mg%) / [Creatinina plasma] (mg%)) x Fluxo 

urinário (ml/24h)  
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• Reagentes: 

Solução Padrão de creatinina (3mg/dl), Ácido pícrico (60 mmol/l), Solução Alcalina (com 

NaOH (110mmol/l), Na2Co3 (75 mmol/l) e surfactante) e Solução ácida de CH3COOH 

(12,25 mol/l). 

 

• Preparo das amostras de urina: Em um tubo de ensaio foram adicionados, 100 μl 

de urina diluída (1:25), 800 μl de solução alcalina e 200 μl de ácido pícrico. As amostras 

foram homogeneizadas e incubadas em banho-maria a 37 ºC, por 10 min. Após zerar o 

aparelho com água, o branco, os padrões e as amostras de urina foram lidas, todas em 

duplicata. O comprimento de onda utilizado para a leitura do padrão e da amostra foi de 

510 nm.  

• Preparo das amostras de plasma: Em um tubo de ensaio foram adicionados, 100 

μl de plasma, 800 μl de solução alcalina e 200 μl de ácido pícrico. As amostras são 

homogeneizadas e incubadas em banho-maria a 37ºC, por 10 min. Após zerar o 

aparelho com água, o branco e as amostras de plasma foram lidas em 510 nm. Esta 

primeira leitura das amostras do plasma é denominada de A1.  

Após esta leitura, foi adicionado 40 μl do reagente ácido nas amostras de plasma 

e no branco, homogeneizou os tubos e aguardou por 5 minutos entre 15ºC e 30ºC. Após 

5 minutos foram realizadas as leituras das amostras de plasma (A2) e do branco em 510 

nm.  

A concentração de creatinina no plasma, em mg/dl, foi calculada a partir da 

seguinte fórmula: Creatinina (mg/dl)= (A1-A2/absorbância padrão) x 3 ou usando o fator 

de calibração: Creatinina no plasma (mg/dl) = (A1-A2) x fator de calibração. Sendo o 

FC= concentração do padrão / absorbância do padrão. 
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3.2.3 Dosagem de inulina pelo método de antrona 
 
 O RFG nos estudos com infusão foi determinado através do ‘clearance’ da inulina, 

dosada pelo método da antrona (Fuhr e cols., 1955). O RFG, em cada período de 

coleta, foi determinado de acordo com a equação: 

 
RFG (ml/min) = ([Inulina urina] (mg/ml) / [Inulina plasma] (mg/ml)) x Fluxo urinário (ml/min) 

 
 
 Reagentes 

 

Ácido sulfúrico concentrado (PA), antrona em pó (PA), ácido perclórico a 5%, 

água deionizada, inulina (PA). 

 
 Preparo do reagente de antrona 

 
Diluição do ácido sulfúrico 

 

 Em uma proveta (200 ml) imersa em água fria, foram colocados 50 ml de H2O 

deionizada, em seguida, com auxílio de um béquer de 200 ml, 125 ml de H2SO4 foram 

adicionados lentamente à proveta, em quantidades fracionadas de modo a não aquecê-

la, até atingir o volume de 175 ml (50 ml de H2O + 125 ml de H2SO4); 

 

Dissolução da antrona 

 

 A antrona (200 mg) foi colocada em um béquer com capacidade para 10 ml. 

Em seguida, colocou-se lentamente o H2SO4 previamente diluído no béquer e transferiu 

aos poucos para um balão volumétrico até o béquer ficasse sem antrona. A solução de 

antrona já dissolvida foi transferida para um balão volumétrico com capacidade para 100 

ml e completado com H2SO4. A solução foi homogeneizada até que o líquido ficasse 

translúcido.  
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 Preparo das amostras de plasma: 
 

  Em um tubo de ensaio, 0,30 ml de ácido perclórico a 5%, foi adicionado a 0,03 ml 

de plasma. Esse tubo foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos à temperatura 

ambiente. Uma alíquota de 0,125 ml do sobrenadante foi transferida para um tubo de 

ensaio e adicionado 1,5 ml de antrona. A leitura da reação para a inulina nas amostras 

de plasma foi feita contra um branco que se constituiu de uma solução contendo 0,013 

ml de água destilada, 0,112 de ácido perclórico e 1,5 ml de antrona. 

 

 Preparo para amostras de urina  
 

Amostras de urina foram submetidas a duas diluições sucessivas, sendo a 1a 

diluição de 1:200 (5 μl de urina + 1000 μl de água destilada). A 2a diluição feita a partir 

da primeira foi de 1:10 (200 μl de urina diluída 1:200 + 1800 μl de água destilada). A 

dosagem de inulina foi feita em tubo de ensaio onde 0,075 ml de ácido perclórico, 0,050 

ml de urina diluída (1:2000) e 1,5 ml de antrona foram adicionados. A leitura da reação 

para a inulina nas amostras de urina foi feita contra um branco que se constituiu de uma 

solução contendo 0,050 ml de água destilada, 0,075 ml de ácido perclórico e 1,5 ml de 

antrona. Todos os tubos foram colocados em banho-maria a 52ºC, por 10 minutos. Em 

seguida, os tubos foram imediatamente resfriados, em banho de água fria. A 

absorbância foi lida em espectrofotômetro a 578 nm. 

 

 

3.3.3. Dosagem de PAH 
 

 O FPR foi determinado através do ‘clearance’ do PAH, por método colorimétrico 

(Smith e cols., 1945). O FPR, em cada período de coleta, foi determinado pela equação: 

  

FPR(ml/min) = ([PAH urina] (μg/ml) / [PAH plasma] (μg/ml)) x Fluxo urinário (ml/min)  
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 Reagentes: 
 
 HCl a 1,2 N,  NaNO2 a 100 mg%, sulfato de amônio a 500mg%, N-Naftil a 100 

mg%. 

 

 Preparo das amostras de plasma  
 

Para desproteinização do plasma, em um tubo de ensaio, foram adicionados 1,275 

ml de água deionizada e 0,075 ml de plasma. Em seguida foram adicionados, 

lentamente 0,075 ml de ZnSO4 a 10 % e 0,075 ml de NaOH a 0,5 N. Essa mistura foi 

centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos à temperatura ambiente. Uma alíquota de 0,5 ml 

do sobrenadante foi tomada para dosagem do PAH 

 

 Preparo das amostras de urina 
 

 Amostras de urina foram submetidas a duas diluições sucessivas, sendo a 1ª de 

1:200 e a 2ª diluição foi feita a partir da 1ª foi de 1:4000. A alíquota na qual o PAH foi 

dosado foi tomada da urina 1:4000. 

 

 Dosagem do PAH 
 

Para cada série experimental foi feita uma curva padrão de PAH (dados não 

mostrados). Em tubos de ensaio devidamente identificados foram colocados 0,5 ml de 

amostra (urina ou plasma), ou 0,5 ml de solução padrão ou 0,5 ml de água deionizada 

(branco). A cada tubo foi acrescentado, rigorosamente, nesta ordem e respeitando o 

intervalo de tempo indicado: 0,1 ml da solução de HCl (1,2 N); 0,1 ml de NaNO2 (100 

mg%). A mistura foi homogeneizada em agitador magnético. Entre 3 e 5 minutos, após a 

agitação, 0,1 ml de sulfato de amônio (500mg%) foi adicionado. Entre 3 e 5 minutos, 

adicionou-se 0,1 ml de N-Naftil (100mg%), os tubos foram agitados e após 15 minutos 

as leituras de absorbância foram feitas em espectrofotômetro a 540 nm. 
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3.3.4 Dosagem de sódio e potássio 
 

As concentrações de sódio e de potássio, nas amostras de urina e plasma, foram 

determinadas por fotometria de chama (CELM, FC180), usando padrão contendo 140 

mEq/l de Na+ e 5 mEq/l de K+ preparado em água deionizada. 

Todas as amostras foram diluídas 200 vezes em água deionizada. Para isso, 

alíquotas de 15μl foram diluídas em 3 ml de água destilada, sendo a dosagem de cada 

amostra feita em duplicata. 

Conhecendo-se as concentrações plasmática e urinária de Na+ e K+, alguns 

parâmetros podem ser quantitativamente avaliados, conforme as equações:  

FENa+ (%) = (QE Na+/QFNa+ )x 100       //      FEK+ (%) = (QEK+/QFK+ ) x 100      //           

FRNa+
 (%) = 100 - FENa+                                    FRK+

 (%) = 100 - FEK+ 

 

QF, quantidade filtrada; QE, quantidade excretada; FE, fração de excreção; FR, fração 

de reabsorção. 

 

3.3.5 Determinação das Osmolalidades plasmática e urinária 

 

A determinação das osmolalidades plasmática e urinária foi feita em osmômetro 

de ponto de congelamento (Microsmette, Advanced Instruments) usando padrões com 

osmolalidades apropriadas para as amostras de urina e plasma (100, 290 e 500 

mOsm/Kg). Conhecendo-se as osmolalidades plasmática e urinária, alguns parâmetros 

podem ser quantitativamente avaliados, conforme as equações: 

 

Cosm (ml/min) = ([Osmolalidadeurina (µOsm/ml) / Osmolalidadeplasmática (µOsm/ml)] )x FU (ml/min) 

CH2O (ml/min) = FU (ml/min) - Cosm (ml/min). 

C.’clearance’; osm, osmolar. 
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 Outros parâmetros renais avaliados: 
 

A fração de excreção de água (FEH2O) e a fração de filtração (FF) foram avaliadas 

segundo as equações que se seguem: 

* FEH2O (%) = (FU/RFG) x 100, sendo FU= fluxo urinário e RFG = 

Ritmo de filtração glomerular, ambos em ml/min. 

* FF = RFG/FPR, sendo RFG = Ritmo de filtração glomerular e FPR = 

Fluxo plasmático renal, ambos em ml/min. 

 

3.4 Pressão Arterial Sistólica 
 

A pressão arterial sistólica (PAS) foi aferida nos ratos acordados e registrada 

diariamente durante a aclimatação e durante o período experimental, sempre às 14:00h, 

usando método não invasivo através do pletismógrafo de cauda (RTBP 2000, Kent 

Scientific). Três medidas da pressão sistólica foram obtidas em cada sessão e a média 

foi calculada para obter o valor final da pressão arterial sistólica. 

 
 
3.5 Proteinúria 
 

Para se determinar a proteinúria, amostras de urina (24h) foram coletadas 

diariamente e armazenadas a -20 0C para posterior análise. A dosagem foi feita pelo kit 

comercial SensiProt para análise (Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brasil). A reação se dá 

pela reação entre o vermelho de pirogalol e o molibdato de sódio que, quando 

combinado com a proteína presente na amostra, em meio ácido, desenvolve um 

cromóforo de cor azul. A cor formada é quantificada a 600nm, sendo proporcional à 

concentração de proteína presente na amostra.  

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

da proteína foi expressa em mg/dl 

Fator de calibração= concentração do padrão/absorbância do padrão 

Proteínas urinárias (mg/dl)= absorbância da amostra x fator de calibração 

 



 
29 

 

3.6 Gama Glutamil Transferase 
  

A determinação quantitativa da enzima γ-GT urinária, foi feita utilizando kit 

comercial da Synermed® de acordo com o método enzimático modificado de Szasz 

(1976) e executado na Escola de Medicina Veterinária/UFMG. A atividade da γ-GT é 

expressa em Unidades internacionais/Litro (U/L), onde a unidade Internacional é 

definida como a atividade enzimática que converte 1 μmol de substrato em 1 minuto. Em 

nossos experimentos os valores obtidos em U/l foram convertidos em U/24h, uma vez 

que as amostras foram coletadas nesse período de tempo. 

 

3.7 Conteúdo Renal de RNA mensageiro que Codifica Componentes 
do Sistema-Renina-Angiotensina 
 

O conteúdo de RNA mensageiro que codifica componentes do SRA (renina, 

angiotensinogênio, ECA, ECA2 e receptores AT1 e Mas) foi determinado utilizando a 

reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.  

 

3.7.1 Seqüência de RNA mensageiro das proteínas estudadas 
 

As seqüências de nucleotídeos do RNA mensageiro das enzimas e receptores 

estudados foram obtidas na base de dados NCBI (“National Center for Biotechnology 

Information”) que reúne, entre outras, as seqüências de RNA mensageiro de proteínas 

de diversas espécies e organismos. As proteínas estudadas e suas respectivas 

referências na base de dados, estão citadas na Tabela 1.  

A partir das seqüências de RNA mensageiro obtidas nessas referências, foi 

possível selecionar os primers a serem empregados na amplificação dos cDNAs por 

PCR em tempo real. 

 

 

 



 
 30 

Tabela 1 

Proteínas e suas respectivas referências, na base de dados NCBI, onde a seqüência do 

RNA mensageiro foi pesquisada. 

Proteínas                                                 Referência NCBI 

Renina NM_012642. 

Angiotensinogênio NM_134432. 

ECA NM_012544 

ECA 2 XM_228924 

Receptor AT1 NM_031009. 

Receptor Mas NM_153722 

GAPDH AF106860 

 
 

3.7.2 Seleção dos pares de primers 
 

Os primers foram selecionados utilizando o software “Primer Express” (Applied 

Biosystems), onde foi possível identificar os pares de “primers” amplificadores das 

seqüências de cDNA das proteínas. As seqüências dos pares de “primers” utilizados 

estão relacionadas na Tabela 2. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=6981471
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=19705569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=6978756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=34880071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=13591909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=24308469
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=10190788
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Tabela 2 

Seqüência de DNA dos pares de primers utilizados para amplificação do cDNA das 

proteínas avaliadas neste estudo. 

 
Proteínas 

 
Primers 

 

Renina 
 

-Sense: 5’- CCACCTTCATCCGCAAGTTC-3’ 
-Anti-sense: 5’- TGCGATTGTTATGCCGGTC -3’ 
 

Angiotensinogênio 
 

-Sense: 5’- GACGTGACCCTGAGCAGTCC -3’ 
-Anti-sense: 5´- TGAGTCCCGCTCGTAGATGG-3’ 
 

ECA 
 

-Sense: 5’CTTCACTGACCAAAAGCTGCG - 3’ 
-Anti-sense:5’-CCTAGGGTCTGTACGGATCCG -3’ 
 

ECA 2 
 

-Sense: 5’- GTGGAGGTGGATGGTCTTTCA-3’ 
-Anti-sense: 5’- TTGGTCCACTGTTCTCTGGGA-3’ 
 

Receptor AT1 
 

-Sense: 5’- TCTCAGCATCGATCGCTACCT -3’ 
-Anti-sense: 5’- AGGCGAGACTTCATTGGGTG -3’ 
 

Receptor Mas 
 

-Sense: 5’- TGACCATTGAACAGATTGCCA-3’ 
-Anti-sense: 5’- TGTAGTTTGTGACGGCTGGTG -3’ 
 

GAPDH 
 

-Sense: 5’- ATGTTCCAGTATGACTCCACTCACG-3’ 
-Anti-sense:5’-GAAGACACCAGTAGACTCCACGACA-3’ 
 

 
 

3.7.3 Preparação das amostras para PCR em tempo real 
 

 
 Extração do RNA mensageiro 
 
 Uma fatia transversal de rim (contendo porções de córtex e medula renal, ~100 

mg) de ratos submetidos ou não ao processo de indução de insuficiência renal aguda 

por gentamicina, foi cortada e colocada em um tubo estéril contendo 1 ml de Brazol. 

Este tubo foi mantido a -80oC até o momento da extração de RNA mensageiro, a qual 

foi processada conforme a seguir: 

 



 

A amostra foi descongelada e triturada em um homogeneizador e mantida em 

repouso por 15 min em banho de gelo. Posteriormente, foi adicionado clorofórmio (200 

μl para cada mililitro da suspensão obtida) sendo, esta mistura, homogeneizada em 

agitador de tubos, por 15 segundos. O tubo foi incubado durante 2-3 min em banho de 

gelo, centrifugado (10.000 rpm, por 15 min, a 4oC ) e, então, a fase aquosa foi 

transferida para um novo tubo. A este tubo foi adicionado isopropanol (500 μl para cada 

ml da suspensão obtida) e, novamente, homogeneizado. Prosseguiu-se com sua 

incubação, em banho de gelo (10 min) e centrifugação (10.000 rpm, por 10 min, a 4ºC). 

O sobrenadante foi removido e, ao precipitado contido no tubo, foi acrescentado etanol 

75% gelado (1 ml de etanol para cada ml de suspensão obtida). Uma nova 

homogeneização, em agitador de tubos, seguida por centrifugação (5.000 rpm, por 5 

min, a 4 ºC) foi realizada. Após esta centrifugação, o sobrenadante (fase etanólica) foi 

descartado. O tubo foi mantido aberto para a secagem do precipitado à temperatura 

ambiente. Por fim, o precipitado foi ressuspenso em 30 μl de dimetil pirocarbonato 

(DPEc). 
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A determinação da concentração de RNA mensageiro, na amostra, se deu a partir 

da diluição (1:200) de uma pequena alíquota da mesma em água deionizada. A 

absorbância foi lida em espectrofotômetro, nos comprimentos de onda de 260 e de 280 

nm. O tubo contendo a amostra foi mantido a -80 ºC até o momento do uso e a 

concentração de RNA foi obtida de acordo com a equação abaixo:  

 

[RNA] = (A260 nm x FC x FD)/1000 

 

Onde A260nm é o valor de leitura da amostra a 260 nm; FC corresponde ao fator de 

conversão, no qual a A260 máxima é 1 e corresponde a 40 µg/ml de RNA; FD 

corresponde ao fator de diluição da amostra de leitura e é igual a 200. O resultado da 

multiplicação é divido por mil para se obter a concentração em µg/µl. 
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 Transcrição reversa 

 

A transcrição reversa foi realizada a partir do RNA mensageiro extraído conforme 

protocolo descrito no ítem acima. Imediatamente antes do início da transcrição, uma 

alíquota desse RNA foi diluída com água milliQ, de forma a obter uma solução de RNA 

com concentração de 0,2 μg/μl. Para a transcrição, foram pipetados, em um tubo de 

centrífuga (tipo “eppendorf”), 1,8 µl de dNTP 10 mM, 2,5 µl de RT buffer 5X, 1,0 µl de 

DTT 100 mM, 0,2 µl de RNAsin 10.000 U, 1,0 µl de oligo dT (1:10) 50 ng/ml e 5 µl (1,0 

µg) de RNA a 0,2 µg/µl e 1 µl da enzima transcriptase reversa 200U diluída 1:4. Este 

tubo contendo essa mistura foi colocado no termociclador previamente programado com 

o seguinte protocolo: 70 oC, por 5 min, 4 oC, por 5 min, e 25 oC. Uma alíquota de 30 μl 

foi armazenada a –20 oC. 

 
  Reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real 

 
A PCR foi realizada em placa de 96 poços apropriada para o equipamento de PCR 

em tempo real. Para se evitar várias pipetagens diretamente nos poços, uma mistura 

dos constituintes comuns a todas as reações foi feita, em tubo de centrífuga (tipo 

eppendorf). O volume final dessa mistura era variável dependendo do número de 

reações a ser executado. Para cada poço da placa, foi transferida uma alíquota de 20 µl 

da mistura que consistia de 2,5 µl de tampão Syber 10x, 2,0 µl de uma mistura dNTPs 

(200 μM cada), 3 µl de MgCl2, 2 µl do “primer sense”, diluído 1:80 com água milliQ (100 

nM), 2 µl de “primer antisense”, diluído 1:80 com água milliQ (100 nM), 0,125 µl de 

polimerase (Amplitaq Gold), (0,25U/μl) e 8,725 µl de água milliQ. O cDNA (5 µl), 

preparado conforme descrito no item anterior, foi adicionado a cada poço da placa. O 

volume final em cada poço (reação) foi de 25 µl. Os poços foram cobertos com tampas 

apropriadas e em seguida, a placa foi transferida para o equipamento de PCR em tempo 

real onde se executou o seguinte protocolo de termociclagem: 70 oC, por 5 min, 4 oC, 

por 5 min, 25oC, por 5 min, 25 oC, por 5 min, 37 oC, por 5 min, 70 oC por 5 min, 4 oC, por 

5 min.  
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3.7 Análise Estatística 
 

 Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (X ± EPM). 

De acordo com a necessidade, os dados foram analisados por one-way-ANOVA, com 

pós-teste (Newman-Keuls). O teste “t” para amostras não pareadas foi utilizado, assim 

como regressão linear e não linear. As análises estatísticas foram feitas usando os 

programas GraphPad Prism, versão 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego, 

CA e minitab versão 15). 
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4 RESULTADOS 
 

Os dados apresentados, a seguir, são resultados da investigação do 

envolvimento do sistema renina-angiotensina na regulação da função renal em ratos 

com necrose tubular aguda (NTA) induzida pela gentamicina (GT).  

 
4.1 Validação e Caracterização do Modelo de NTA Induzida Pela Gentamicina em 
Ratos  
 
4.1.1 Peso corporal, peso dos rins e ingestão de água  
 

O peso dos ratos imediatamente antes do início do experimento era de 267,4 ± 

5,2 g (n = 33) e de 263,6 ± 5,2 g (n = 34) nos grupos CTL e tratados com GT, 

respectivamente. Ao final dos 5 dias de tratamento, o peso nos respectivos grupos foi 

elevado para 281,1 ± 5,3 g e 270,3 ± 3,9 g. 

A Figura 6 mostra o efeito da GT sobre o ganho de peso corporal bem como 

sobre o peso dos rins direito e esquerdo de ratos após 5 dias de tratamento. Os ratos de 

ambos os grupos apresentaram ganho de peso corporal, mas este ganho foi menor no 

grupo tratado com GT (6,6 ± 2,2 vs 13,7 ± 2,9 g no grupo CTL) (Fig. 6A). Ao contrário, o 

peso dos rins estava aumentado após 5 dias de tratamento com a GT (Fig. 6B) sendo, o 

peso dos rins direitos, de 1,33 ± 0,04 e 1,16 ± 0,05 g nos ratos tratados e não tratados 

com GT, respectivamente. 

Já a Figura 07 mostra que a ingestão de água não foi modificada ao longo dos 5 

dias de tratamento com GT variando, o volume ingerido, de 33,0 ± 1,1 a 32,3 ± 1,0 

ml/24h nos ratos do grupo CTL e de 31,7 ± 1,2 a 33,1 ± 1,2 ml/24h nos ratos tratados 

com GT. 
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Figura 06. Peso corporal (A) e peso dos rins direito e esquerdo (B) de ratos após 5 dias de tratamento 

com gentamicina. CTL, controle (n = 33) e GT, gentamicina (n = 34). RD, rim direito (n = 5/grupo); RE, rim 

esquerdo (n = 5/grupo). Os valores representam a média ± EPM; *p ≤ 0,05 vs CTL. 
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Figura 07. Ingestão diária de água em ratos durante 5 dias de tratamento com gentamicina. CTL, 

controle, GT, gentamicina. D, dia; D0, dia imediatamente anterior ao início do tratamento. Os valores 

representam a média ± EPM. 
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4.1.2 Gentamicina e pressão arterial sistólica  
 
 A Figura 08 mostra a pressão arterial sistólica (PAS) em ratos tratados com GT 

durante 5 dias. A PAS foi aferida diariamente, sempre às 14 horas. No grupo GT foi 

observada uma queda significativa da PAS apenas no último dia de tratamento (D5, 

85,9 ± 3,7 mmHg, n = 6 vs 98,5 ± 3,8 mmHg no grupo CTL, n = 6).  
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Figura 08. Pressão arterial sistólica em ratos durante 5 dias de tratamento  com gentamicina. CTL, 

control, GT, gentamicina. D, dia; D0, dia imediatamente anterior ao início do tratamento. Os valores 

representam a média ± EPM; *p ≤ 0,05 vs CTL no mesmo dia (D5). 

 
4.1.3 Gentamicina e função renal   
 

4.1.3.1 Creatinina Plasmática e Ritmo de Filtração Glomerular 

 

 Como mostrado na Figura 9A, a GT promoveu um aumento significativo na 

concentração plasmática de creatinina no 4º dia de tratamento (D4, 0,78 ± 0,05 mg/dl) 

em comparação com os ratos do grupo CTL (0,64 ± 0,03 mg/dl). Concomitantemente, 

houve queda do RFG (Fig. 9A), estimado pelo clearance da creatinina (1304,0 ± 78,0 

ml/24h vs 1754,9 ± 85,0 ml/24h, no grupo CTL).  
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Figura 9. Concentração plasmática de creatinina (A) e ritmo de filtração glomerular (B) em ratos durante 5 

dias de tratamento com gentamicina. CTL, controle , GT, gentamicina, D, dia; D0, dia imediatamente 

anterior ao início do tratamento. Os valores representam a média ± EPM; *p ≤ 0,05 vs CTL no mesmo dia 

(D4). 

 
4.1.3.2 Fluxo Urinário e Fração de Excreção de Água 

 

A Figura 10 mostra o fluxo urinário em ratos do grupo GT e em ratos do grupo 

CTL ao longo do tratamento. Pode-se observar que os ratos do grupo GT apresentaram 

aumento significativo do FU (15,6 ± 0,8 ml/24h) apenas no último dia (D5), quando 

comparado com os ratos do grupo CTL (10,9 ± 0,04 ml/24h).  

Já a Figura 11 mostra a fração de excreção de água (FEH2O) tanto no grupo GT, 

quanto no grupo CTL. Conforme pode ser observado, a GT promoveu elevação 

significativa da fração de excreção de água no último dia de tratamento (D4, 1,08 ± 

0,08%) em comparação ao grupo CTL (0,69 ± 0,04%). Este aumento da FEH20 

promovido pela GT está associado à queda do RFG (Fig. 9B) e ao aumento de fluxo 

urinário (Fig. 10).  
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Figura 10. Fluxo urinário em ratos ao longo de 5 dias de tratamento com gentamicina. CTL, controle, GT, 

gentamicina, D, dia; D0, dia imediatamente anterior ao início do tratamento. Os valores representam a 

média ± EPM; *** p<0,001 vs CTL no mesmo dia (D5). 
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Figura 11. Fração de excreção de água em ratos ao longo de 5 dias de tratamento com gentamicina. 

CTL, controle, GT, gentamicina, D, dia; D0, dia anterior ao início do tratamento. Os valores representam a 

média ± EPM; *** p<0,001 vs CTL no mesmo dia (D4). FEH2O = (FU/RFG)*100.  
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4.1.3.3 Proteinúria e Enzima Gama-Glutamil-Transferase Urinária 

 
 A Figura 12 mostra que a gentamicina promoveu proteinúria significativa já a 

partir do D2. Os ratos do grupo CTL apresentaram níveis de proteína na urina mais 

baixos e estáveis ao longo dos dias de tratamento (em mg/24h: D0, 7,90 ± 0,77; D2, 

8,01 ± 1,09; D4, 7,41 ± 1,23 e D5= 6,51 ± 0,27). Ao contrário, os ratos tratados com GT 

apresentaram quantidades, significativamente, crescentes de proteína na urina ao longo 

do período de tratamento (em mg/24h: D0, 7,13 ± 0,91; D2, 13,47 ± 0,52; D4, 17,41 ± 

0,95 e D5 = 19,58 ± 1,98). 
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Figura 12. Proteinúria em ratos ao longo de 5 dias de tratamento com gentamicina. CTL, GT, 

gentamicina, D, dia; D0, dia anterior ao início do tratamento. Os valores representam a média ± EPM; 

**p<0,01 *** p<0,001 vs CTL no mesmo dia.  

 

Pela Figura 13 pode-se observar a razão entre a proteinúria e a excreção urinária 

de creatinina (relação UP:C). Os ratos tratados com GT apresentaram aumento desta 

relação nos dias D4 e D5 em relação aos ratos do grupo CTL. Este aumento caracteriza 

o agravamento da lesão renal nos ratos que receberam GT. 

Já a Figura 14 mostra a excreção urinária da enzima gama-glutamil-transferase 

(γ-GT) em ratos com NTA induzida pela GT e em ratos do grupo CTL. Os ratos do grupo 

CTL apresentaram valores estáveis de γ-GT na urina em todos os dias estudados (em 
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Unidades/24h: D0, 544,0 ± 127,4; D2, 446,9 ± 105,9; D4, 581,7 ± 228,8 e D5, 587,8 ± 

73,8) enquanto que os ratos com NTA apresentaram elevação gradual ao longo do 

período estudado sendo, a mesma, significativa no dia D5 (em Unidades/24h: D0, 540,8 

± 104,0; D2, 401,3 ± 82,6; D4= 948,5 ± 182,0 e D5, 1139,0 ± 94,9). 
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Figura 13. Razão proteína/creatinina urinárias (UP:C) ao longo de 5 dias de tratamento com gentamicina. 

CTL, controle, GT, gentamicina, D, dia; D0, dia imediatamente anterior ao início do tratamento. Os valores 

representam a média ± EPM; **p<0,01 *** p<0,001 vs CTL no mesmo dia. 

 

4.1.3.4 Sódio, Potássio, Osmolalidade e Água livre 

 
A Tabela 3 mostra os valores de concentrações urinária e plasmática de sódio, 

potássio, creatinina e também da osmolalidade além de mostrar a relação entre a 

concentração urinária e plasmática de creatinina, nos ratos do grupo CTL e em ratos 

tratados com gentamicina nos dias D0, D2 e D4.  
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Figura 14. Excreção urinária da enzima gama-glutamil-transferase ao longo de 5 dias de tratamento com 

gentamicina. CTL, controle, GT, gentamicina, D, dia; D0, dia imediatamente anterior ao início do 

tratamento. Os valores representam a média ± EPM; * p<0,05  vs CTL no mesmo dia. 

 

Tabela 3 
Concentração plasmática e urinária de Na+ e K+, osmolalidades urinária e plasmática, 

concentrações plasmática e urinária de creatinina e relação U/P de creatinina em ratos 

ao longo de 5 dias de tratamento com gentamicina. 
Parâmetro CTL (n = 30) GT (n = 33) 

 D0 D2 D4 D0 D2 D4 

[Na+]plasma 136,3±5,1 138,7±6,0 136,9±5,8 142,5±3,7 133,3±5,0 133,8±5,0 

[Na+] urina 135,0±7,9 146,2±7,7 151,1±10,8 135,5±6,6 107,4±6,0* 91,4±6,7** 
[K+] plasma 4,6±0,2 4,9±0,2 5,0±0,2 4,8±0,2 4,8±0,2 4,1±0,1** 
[K+] urina 304,1±24,0 303,3±25,2 296,3±20,2 291,7±15,5 301,1±21,0 262,5±21,3 

Osm plasma 277,0±10,6 289,4±7,2 296,4±6,6 292,8±6,7 297,3±5,9 293,0±5,3 

Osm urina 2491,2±104,5 2630,2±104,2 2561,0±118,8 2567,6±97,0 2463,9±77,1 2009,7±95,9*** 
[creat]plasma 0,61±0,03 0,62±0,04 0,64±0,03 0,59±0,03 0,66±0,04 0,78±0,05* 
[creat]urina 86,0±4,7 84,6±3,6 90,9±4,5 84,9±4,4 87,3±4,4 81,5±4,6 

U/P creat 150,3±11,1 161,0±15,2 150,3±11,0 148,7±8,0 141,7±9,3 111,3±7,0* 

[  ], concentração (mEq/l);  Osm, osmolalidade (mOsmol/l); creat, creatinina (mg/dl); D, dia.*p<0,05; 

**p<0,01;***p<0,001 em relação ao mesmo período do controle. 

 

 

 



 

Pode-se observar que não houve diferença significativa na concentração 

plasmática de sódio nos ratos com NTA em comparação com os ratos do grupo CTL em 

nenhum dos dias estudados (Tab. 3). No entanto, a concentração urinária de sódio 

apresentou-se diminuída nos dias D2 e D4 nos ratos do grupo GT em relação ao grupo 

CTL, passando de 146,2 ± 7,7 nos ratos CTL para 107,4 ± 6,0 mEq/l nos ratos GT, no 

dia D2 e de 151,1 ± 10,8 nos ratos CTL para 91,4 ± 6,7 mEq/l nos ratos GT, no dia D4 

(Tab. 3). 
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A concentração plasmática de potássio apresentou-se significativamente mais 

baixa apenas no dia D4 nos ratos do grupo GT (4,1 ± 0,1 mEq/l) quando comparado 

com os ratos CTL (4,6 ±0,2 mEq/l). Já a concentração urinária desse íon não foi 

estatisticamente diferente entre os grupos em nenhum dos dias estudados.  

Não houve diferença significativa entre a osmolalidade plasmática nos ratos do 

grupo GT quando comparado aos ratos do grupo CTL em nenhum dos dias avaliados, 

mas a osmolalidade urinária foi estatisticamente menor nos ratos do grupo GT no dia 

D4, passando de 2561,0 ± 118,8 nos ratos CTL para 2009,7 ± 95,9 mOsm/kg nos ratos 

GT (Tab. 3) . 

Como já mostrado anteriormente (Fig. 9A), a concentração plasmática de 

creatinina, foi significativamente maior nos ratos do grupo GT. Já a concentração 

urinária manteve-se inalterada nos grupos experimentais avaliados. Nos ratos que 

receberam GT, a relação entre a concentração urinária e a plasmática de creatinina (U/P 

creatinina) foi significativamente menor no último dia do experimento (D4) em 

comparação com os ratos do grupo CTL.  

A Figura 15 mostra as frações de excreção de sódio e potássio nos ratos tratados 

com GT por 5 dias. Apesar da lesão tubular já estar evidenciada por marcadores como, 

por exemplo, a enzima gama-glutamil transferase, não houve diferença significativa na 

fração de excreção de sódio (Fig. 15A) entre os ratos do grupo GT e os do grupo, em 

nenhum dos dias estudados. No entanto, a fração de excreção de potássio (Fig. 15B) foi 

estatisticamente maior no dia D4 nos ratos do grupo GT (67,1 ± 6,6%), quando 

comparado aos ratos CTL, os quais apresentaram uma excreção fracional de K+ igual a 

44,5 ± 3,4%. 

 

 



 

Os dados apresentados na Tabela 4 evidenciam que a GT, por 5 dias, diminuiu, 

de forma significativa, o clearance osmolar. Nos ratos do grupo GT esse clearance foi de 

85,4 ± 4,1 ml/24h em contraste com 103,9 ± 5,4 ml/24h, nos ratos do grupo CTL.  
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Pode-se observar também, que a GT tornou o clearance de água livre menos 

negativo (-72,5 ± 3,9 ml/24h vs -91,8 ± 5,1 no grupo CTL).  
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Figura 15. Fração de excreção de sódio (A) e de potássio (B) ao longo de 5 dias de tratamento com 

gentamicina. CTL, controle, GT, gentamicina, D, dia; D0, dia imediatamente anterior ao início do 

tratamento. Os valores representam a média ± EPM; * p<0,05  vs CTL no mesmo dia. 

 

As relações UPNa+, UPK+, UPNa+/UPcreatinina, UPK+/UPcreatinina, também estão 

mostradas na Tabela 4. Ao analisar a relação UPNa+ pode se observar que tal relação 

apresentou-se significativamente diminuída, no dia D4, nos ratos do grupo GT em 

comparação aos ratos do grupo CTL. Já a relação UPK+ não apresentou diferença entre 

os grupos estudados em nenhum dos dias avaliados. A razão entre UPNa+/UPcreatinina  

não foi diferente entre os grupos em nenhum dos dias estudados. No entanto, a razão 

UPK
+/UPcreatinina, foi estatisticamente maior no dia D4 nos ratos do grupo GT, quando 

comparada com ratos do grupo CTL no mesmo dia.  
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Tabela 4 
Razões UPNa+, UPK+, UPNa+/UPcreatinina e UPK+/UPcreatinina, em ratos ao longo de 5 dias 

de tratamento com gentamicina.  
Parâmetro CTL (n = 29 - 30) GT (n = 33) 

 D0 D2 D4 D0 D2 D4 
Cosm (ml/24h) 111,1± 4,8 109,3 ± 4,6 103,9 ± 5,4 100,2 ±3,7  96,3 ± 4,3 85,4 ± 4,1** 
CH2O (ml/24h) -98,9 ± 4,8 -97,2 ± 4,4 -91,8 ± 5,1 -88,0±3,7 -84,6 ± 4,0 -72,5 ± 3,9** 
UPNa+ 1,04 ± 0,08 1,08 ± 0,11 1,11± 0,09 0,96 ± 0,05 0,88 ± 0,09 0,72± 0,07* 
UPK+ 69,6 ± 8,1 63,3± 4,1 63,9 ± 4,3 62,4 ± 4,0 61,3 ± 4,4 65,4 ± 5,5 
UPNa/UPcre
at 

0,0076± 
0,0007 

0,0082± 
0,001 

0,0085± 
0,0007 

0,0071± 
0,0004 

0,0072± 
0,0009 

0,0073± 
0,00103 

UPK/UPcreat 0,51± 0,08 0,47 ± 0,05 0,43± 0,04 0,48 ± 0,04 0,49 ± 0,03 0,63± 0,05** 
C, clearance; osm, osmolar; creat, creatinina; D, dia. *p<0,05 e **p<0,01 vs CTL no mesmo dia. 
 
4.1.3.5 Gentamicina e Aspecto Morfológico Renal 

 
A Figura 16 compara o aspecto morfológico de rins de ratos do grupo CTL e de ratos 

com NTA induzida por GT. No grupo CTL, pode-se observar a preservação da 

arquitetura tecidual, caracterizada pela presença de tecido epitelial cúbico simples nos 

túbulos renais. As células do parênquima renal apresentam núcleos centrais e esféricos 

com nucléolo evidente (Figs 16A e 16C). No grupo tratado com GT, pode-se observar a 

presença de infiltrado mononuclear (Fig. 16B) e de núcleos picnóticos com cariólise, em 

células de túbulo com necrose de coagulação (Fig. 16D). 

Em resumo, a gentamicina quando administrada na dose de 80 mg/Kg/dia por cinco 

dias induziu o aparecimento de lesão renal uma vez que vários indicadores 

característicos da necrose tubular aguda foram similares aos já descritos na literatura e, 

portanto, validam o modelo. 

 



 

 

Figura 16C. Corte histológico do rim 
esquerdo de rato CTL (aumento: 60 
vezes, Hematoxilina-Eosina) 
  

Figura 16D. Corte histológico do rim 
esquerdo de rato tratado com GT 
(aumento: 60 vezes, Hematoxilina-
Eosina). A seta indica núcleo picnótico, 
em túbulo com necrose de coagulação, 
com cariólise. 

Figura 16A. Corte histológico do rim 
esquerdo de rato CTL (aumento: 20 
vezes,Hematoxilina-Eosina). 

Figura 16B. Corte histológico do rim 
esquerdo de rato tratado com GT 
(aumento: 20 vezes, Hematoxilina-
Eosina). A seta indica infiltrado 
mononuclear. 

A B

C D 
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4.2 Função Renal em Ratos Com NTA Induzida Pela Gentamicina Sob 
Infusão de Angiotensina(1-7)  

 

4.2.1 Angiotensina(1-7) e função renal em ratos com NTA induzida pela 
gentamicina  

 

4.2.1.1 Fluxo Plasmático Renal 

 

 O Fluxo plasmático renal (FPR) foi determinado através do clearance do 

paraaminohipurato de sódio (PAH).   

 A Figura 17 compara o efeito da Ang(1-7) sobre o FPR em ratos normais (CTL) e 

em ratos com NTA induzida pela GT. Inicialmente, foi observado que o simples 

tratamento com GT induz uma redução significativa do FPR (7,42 ± 0,89 ml/min vs 10,15 

± 0,87 ml/min no grupo CTL, p≤0,05) (barras brancas, Figs. 17A e 17B). A Ang(1-7), 

enquanto que não tenha afetado o FPR nos ratos do grupo CTL (Fig. 17A), 

significativamente o reduziu nos ratos do grupo GT (Fig. 17B). O antagonista do receptor 

Mas, A779, por si só, não afetou o perfil de resposta à Ang(1-7) tanto no grupo CTL, 

como no grupo GT (Fig. 17). No entanto, a associação de A779 e Ang(1-7) produziu 

uma diminuição significativa do FPR no grupo CTL, quando comparado com ratos CTL 

infundidos na ausência e na presença de Ang(1-7) apenas (Fig. 17A). Já nos ratos do 

grupo GT, a associação de A779 e Ang(1-7) produziu redução significativa do  FPR 

somente em relação aos ratos GT (Fig. 17B). 

 
4.2.1.2 Ritmo de Filtração Glomerular 

 

 O ritmo de filtração glomerular (RFG) foi determinado através do clearance da 

inulina. 

 



 

 A Figura 18 compara o efeito da Ang(1-7) sobre o RFG em ratos normais (CTL) e 

em ratos com NTA induzida pela GT. De forma similar ao observado para o FPR, 

apenas o tratamento com GT diminuiu significativamente o RFG (0,52 ±  0,05 ml/min  vs  
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Figura 17. Efeito da angiotensina(1-7) sobre o fluxo plasmático renal em ratos após 5 dias de tratamento 

com gentamicina. A Ang(1-7) foi infundida ou não (grupos CTL CTL, n = 30 e GT CTL, n = 31) na 

ausência (n[CTL/GT] = 8/8) e na presença (n[CTL/GT] = 7/8) do antagonista A779 conforme indicado na 

Figura. Os grupos CTL A779 (n = 6) e GT A779 (n = 7) foram infundidos apenas com A779. Em A, 

controle (CTL). Em B, gentamicina (GT). Os valores representam a média ± EPM; *p≤0,05 vs CTL; ** 

p≤0,05 vs Ang(1-7) e #p≤0,05 vs A779. 

 

0,82 ± 0,09 ml/min no grupo CTL, p≤0,05) (barras brancas, Figs. 18A e 18B). A Ang(1-

7), por si só, não afetou o RFG tanto nos ratos do grupo CTL (Fig. 18A), quanto nos 

ratos do grupo GT (Fig. 18B). O antagonista do receptor Mas, A779, também por si só, 

reduziu significativamente o RFG no grupo CTL, quando comparado com ratos CTL 

infundidos na ausência e na presença de Ang(1-7) apenas (Fig. 18A), não exibindo 

qualquer efeito no grupo GT (Fig. 18B). Nenhuma alteração, no RFG, foi detectada 

quando da associação de A779 e Ang(1-7) tanto em ratos CTL, quanto em ratos do 

grupo GT (Figs. 18A e 18B). 
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Figura 18. Efeito da angiotensina(1-7) sobre o ritmo de filtração glomerular em ratos após 5 dias de 

tratamento com gentamicina. A Ang(1-7) foi infundida ou não (grupos CTL CTL, n = 30 e GT CTL, n = 32) 

na ausência (n[CTL/GT] = 9/10) e na presença (n[CTL/GT] = 7/7) do antagonista A779 conforme indicado 

na Figura. Os grupos CTL A779 (n = 6) e GT A779 (n = 7) foram infundidos apenas com A779. Em A, 

controle (CTL) e em B, gentamicina (GT). Os valores representam a média ± EPM; *p≤0,05 vs CTL; ** 

p≤0,05 vs Ang(1-7) e #p≤0,05 vs A779. 

 

 

4.2.1.3 Fração de Filtração 

 

 A Figura 19 compara o efeito da Ang(1-7) sobre a fração de filtração (FF) em 

ratos normais (CTL) e em ratos com NTA induzida pela GT. Ao contrário do observado 

para o FPR e para o RFG, o tratamento com GT não afeta a FF de forma significativa 

(0,080 ± 0,010 vs 0,077 ± 0,008 no grupo CTL, p>0,05)  (barras brancas, Figs. 19A e 

9B). A Ang(1-7) aumentou significativamente a FF nos ratos do grupo CTL (Fig. 19A), 

embora não a tenha alterado nos ratos do grupo GT (Fig. 19B). O antagonista do 

receptor Mas, A779, por si só, produziu uma redução significativa da FF no grupo CTL, 

quando comparado com ratos CTL infundidos com Ang(1-7) apenas (Fig. 19A). No 

grupo GT, o A779 não afetou o perfil de resposta à Ang(1-7) (Fig. 19B). Já a associação 

de A779 e Ang(1-7) produziu um aumento significativo da FF tanto no grupo CTL, 

quando comparado com ratos CTL infundidos na ausência de  Ang(1-7) apenas (Fig. 

19A), como no grupo GT infundidos na ausência e na presença de Ang(1-7) (Fig. 19B).  
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Figura 19. Efeito da angiotensina(1-7) sobre a fração de filtração em ratos após 5 dias de tratamento com 

gentamicina. A Ang(1-7) foi infundida ou não (grupos CTL CTL, n = 30 e GT CTL, n = 27) na ausência 

(n[CTL/GT] = 9/10) e na presença (n[CTL/GT] = 7/7) do antagonista A779 conforme indicado na Figura. 

Os grupos CTL A779 (n = 6) e GT A779 (n = 7) foram infundidos apenas com A779. Em A, controle (CTL) 

e em B, gentamicina (GT). Os valores representam a média ± EPM; *p≤0,05 vs CTL; ** p≤0,05 vs Ang(1-

7) e #p≤0,05 vs A779. FF = RFG/FPR. 

 
4.2.1.4 Fluxo Urinário 

 O fluxo urinário (FU) foi determinado por gravimetria.  

 Figura 20 compara o efeito da Ang(1-7) sobre o FU em ratos normais (CTL) e em 

ratos com NTA induzida pela GT. Confirmando a observação de que a GT aumenta o 

FU de 24 h após 5 dias de tratamento (Fig. 10), esse parâmetro mostrou-se elevado no 

grupo GT, mesmo quando o FU foi examinado por períodos curtos (1 h). Nesse caso, o 

FU foi de 24,2 ± 3,3 e 12,6 ± 1,3 µl/min nos grupos GT e CTL, respectivamente (p≤0,05) 

(barras brancas, Figs. 20A e 20B). A Ang(1-7), aumentou o FU nos ratos do grupo CTL 

(Fig. 20A) embora não o tenha alterado nos ratos do grupo GT (Fig. 20B). O antagonista 

do receptor Mas, A779, por si só, não afetou o perfil de resposta à Ang(1-7) tanto no 

grupo CTL, como no grupo GT (Fig. 20). A associação de A779 e Ang(1-7) também não 

induziu qualquer alteração detectável no  FU tanto no grupo CTL (Fig. 20A), como no 

grupo GT (Fig. 20B). 
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Figura 20. Efeito da angiotensina(1-7) sobre o fluxo urinário em ratos após 5 dias de tratamento com 

gentamicina. A Ang(1-7) (n = 9 – 16) foi infundida ou não (grupos CTL CTL, n = 32 e GT CTL, n = 33) na 

ausência (n[CTL/GT] = 9/16) e na presença (n[CTL/GT] = 6/8) do antagonista A779 conforme indicado na 

Figura. Os grupos CTL A779 (n = 6) e GT A779 (n = 7) foram infundidos apenas com A779. Em A, 

controle (CTL) e em B, gentamicina (GT). Os valores representam a média ± EPM; *p≤0,05 vs CTL. 

 
 

4.2.1.5 Fração de Excreção de Água 

 

 A Figura 21 compara o efeito da Ang(1-7) sobre a fração de excreção de água 

(FEH2O) em ratos normais (CTL) e em ratos com NTA induzida pela GT. De forma 

similar ao FU, a FEH2O, quando examinada por períodos curtos de tempo (1 h), também 

confirma a observação de 24 h após 5 dias de tratamento (Fig. 11) de que a GT 

realmente aumenta essa fração. A FEH2O determinada em período curto de tempo (1 

h), foi de 4,30 ± 0,46 e 1,65 ± 0,12% nos grupos GT e CTL, respectivamente (p≤0,05) 

(barras brancas, Figs. 21A e 21B). A Ang(1-7) aumentou significativamente a FEH2O 

nos ratos do grupo CTL (Fig. 21A), embora não a tenha alterado nos ratos do grupo GT 

(Fig. 21B). O antagonista do receptor Mas, A779, por si só, produziu um aumento 

significativo da FEH2O no grupo CTL, quando comparado com ratos CTL infundidos com 

NaCl 0,9% apenas (grupo CTL CTL, Fig. 21A). No grupo GT, o A779 não afetou o perfil 
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de resposta à Ang(1-7) (Fig. 21). Já a associação de A779 e Ang(1-7) produziu uma 

diminuição significativa da FEH2O no grupo CTL quando comparada com ratos CTL 

infundidos com o A779 apenas.  
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Figura 21. Efeito da angiotensina(1-7) sobre a fração de excreção de água em ratos após 5 dias de 

tratamento com gentamicina. A Ang(1-7) foi infundida ou não (grupos CTL CTL, n = 25 e GT CTL, n = 28) 

na ausência (n[CTL/GT] = 9/9) e na presença (n[CTL/GT] = 7/7) do antagonista A779 conforme indicado 

na Figura. Os grupos CTL A779 (n = 6) e GT A779 (n = 7) foram infundidos apenas com A779. Em A, 

controle (CTL)e em B, gentamicina (GT). Os valores representam a média ± EPM; *p≤0,05 vs CTL e 
#p≤0,05 vs A779. FEH2O = FU/RFG*100. 

 

4.2.1.6 Fração de Excreção de Sódio 

 

 A Figura 22 compara o efeito da Ang(1-7) sobre a fração de excreção de sódio 

(FENa+) em ratos normais (CTL) e em ratos com NTA induzida pela GT. Contrariando a 

observação de que a GT não afeta a FENa+ de 24 h após 5 dias de tratamento (Fig. 

15A), esse parâmetro mostrou-se elevado no grupo GT quando examinado por períodos 

curtos (1 h). Nesse caso, a FENa+ foi de 2,87 ± 0,41 e 1,64 ± 0,28% nos grupos GT e 

CTL, respectivamente (p≤0,05) (barras brancas, Figs. 22A e 22B). A Ang(1-7) não 

produziu qualquer alteração significativa na FENa+ tanto nos ratos do grupo CTL (Fig. 

22A), quanto nos ratos do grupo GT (Fig. 22B). O antagonista do receptor Mas, A779, 

 



 

por si só, ou associado à Ang(1-7) também não afetou a FENa+ no grupo CTL (Fig. 22A) 

nem no  grupo GT (Fig. 22B).  
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Figura 22. Efeito da angiotensina(1-7) sobre a fração de excreção de sódio em ratos após 5 dias de 

tratamento com gentamicina. A Ang(1-7) foi infundida ou não (grupos CTL CTL, n = 30 e GT CTL, n = 29) 

na ausência (n[CTL/GT] = 7/8) e na presença (n[CTL/GT] = 7/7) do antagonista A779 conforme indicado 

na Figura. Os grupos CTL A779 (n = 6) e GT A779 (n = 7) foram infundidos apenas com A779. Em A, 

controle (CTL) e em B, gentamicina (GT). Os valores representam a média ± EPM. FENa+ = QENa+/ 

QFNa+*100. 

 

 
4.2.1.7 Fração de Excreção de Potássio 

 

 A Figura 23 compara o efeito da Ang(1-7) sobre a fração de excreção de potássio 

(FEK+) em ratos normais (CTL) e em ratos com NTA induzida pela GT. De forma similar 

ao FU e à FEH2O, a FEK+, quando examinada por períodos curtos de tempo (1 h), 

também confirma a observação de 24 h após 5 dias de tratamento (Fig. 15B) de que a 

GT aumenta essa fração. A FEK+ determinada em período curto de tempo (1 h), foi de 

165 ± 16 e 71 ± 8% nos grupos GT e CTL, respectivamente (p≤0,05) (barras brancas, 

Figs. 23A e 23B). A Ang(1-7) não alterou, de forma significativa, a FEK+ nem no grupo 

CTL (Fig. 23A), nem no grupo GT (Fig. 23B). O antagonista do receptor Mas, A779, por 

 



 

si só, produziu um aumento significativo da FEK+ no grupo CTL, quando comparado 

com ratos CTL infundidos apenas com NaCl 0,9% (grupo CTL CTL) ou com apenas 

Ang(1-7) (grupo CTL Ang(1-7)) (Fig. 23A). No grupo GT, o A779 não afetou o perfil de 

resposta à Ang(1-7) (Fig. 23B). A associação de A779 e Ang(1-7) produziu uma 

diminuição significativa da FEK+ no grupo CTL quando comparada com ratos CTL 

infundidos com o A779 apenas.  
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Figura 23. Efeito da angiotensina(1-7) sobre a fração de excreção de potássio em ratos após 5 dias de 

tratamento com gentamicina. A Ang(1-7) foi infundida ou não (grupos CTL CTL, n = 25 e GT CTL, n = 30) 

na ausência (n[CTL/GT] = 8/8) e na presença (n[CTL/GT] = 7/8) do antagonista A779 conforme indicado 

na Figura. Os grupos CTL A779 (n = 6) e GT A779 (n = 7) foram infundidos apenas com A779. Em A, 

controle (CTL) e em B, gentamicina (GT). Os valores representam a média ± EPM; *p≤0,05 vs CTL e 
#p≤0,05 vs A779. FEK+ = QEK+/ QFK+*100. 

 
4.2.1.8 Clearance Osmolar 

 

 A Figura 24 compara o efeito da Ang(1-7) sobre o clearance osmolar (Cosm) em 

ratos normais (CTL) e em ratos com NTA induzida pela GT. Contrariando a observação 

de que a GT reduz o Cosm de 24 h após 5 dias de tratamento (Tab. 4), esse parâmetro 

mostrou-se inalterado no grupo GT quando examinado por períodos curtos de tempo (1 

h). Nesse caso, o Cosm foi de 67,2 ± 5,6 e 66,1 ± 6,8 µl/min nos grupos GT e CTL, 

 



 

respectivamente (p>0,05) (barras brancas, Figs. 24A e 24B). A Ang(1-7) não produziu 

qualquer alteração significativa no Cosm tanto nos ratos do grupo CTL (Fig. 24A), 

quanto nos ratos do grupo GT (Fig. 24B). O antagonista do receptor Mas, A779, por si 

só, ou associado à Ang(1-7) também não afetou o Cosm no grupo CTL (Fig. 24A), nem 

no grupo GT (Fig. 24B).  
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Figura 24 Efeito da angiotensina(1-7) sobre o clearance osmolar em ratos após 5 dias de tratamento com 

gentamicina. A Ang(1-7) foi infundida ou não (grupos CTL CTL, n = 30 e GT CTL, n = 31) na ausência 

(n[CTL/GT] = 10/9) e na presença (n[CTL/GT] = 6/8) do antagonista A779 cnforme indicado na Figura. Os 

grupos CTL A779 (n = 6) e GT A779 (n = 7) foram infundidos apenas com A779. Em A, controle (CTL) e 

em B, gentamicina (GT). Os valores representam a média ± EPM.  

 

 

4.2.1.9 Clearance de Água Livre 

 

 A Figura 25 compara o efeito da Ang(1-7) sobre o clearance de água livre (CH2O) 

em ratos normais (CTL) e em ratos com NTA induzida pela GT. Contrariando a 

observação de que a GT torna o CH2O de 24 h após 5 dias de tratamento menos 

negativo (Tab. 4), esse parâmetro mostrou-se inalterado no grupo GT quando 

examinado por períodos curtos de tempo (1 h). Nesse caso, o CH2O foi de -44,0 ± 3,9 e 

-55,5 ± 5,4 µl/min nos grupos GT e CTL, respectivamente (p>0,05) (barras brancas, 

 



 

Figs. 25A e 25B). A Ang(1-7) não produziu qualquer alteração significativa no CH2O 

tanto nos ratos do grupo CTL (Fig. 25A), quanto nos ratos do grupo GT (Fig. 25B). O 

antagonista do receptor Mas, A779, por si só, ou associado à Ang(1-7) também não 

afetou o CH2O no grupo CTL (Fig. 25A), nem no grupo GT (Fig. 25B).  
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Figura 25. Efeito da angiotensina(1-7) sobre o clearance de água livre em ratos após 5 dias de tratamento 

com gentamicina. A Ang(1-7) foi infundida ou não (grupos CTL CTL, n = 30 e GT CTL, n = 31) na 

ausência (n[CTL/GT] = 10/9) e na presença (n[CTL/GT] = 7/8) do antagonista A779 conforme indicado na 

Figura. Os grupos CTL A779 (n = 6) e GT A779 (n = 7) foram infundidos apenas com A779. Em A, 

controle (CTL) e em B gentamicina (GT). Os valores representam a média ± EPM.  
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4.3 Expressão Renal de RNA Mensageiro que Codifica Componentes 
do Sistema Renina-Angiotensina em Ratos com NTA Induzida pela 
Gentamicina  

 

4.3.1 Angiotensinogênio e renina renais 

 
A Figura 26 mostra o conteúdo de RNA mensageiro que codifica a renina e o 

angiotensinogênio em rins de ratos tratados com GT. A GT não alterou, de forma 

significativa, o conteúdo de RNA mensageiro que codifica a enzima renina (Fig. 26A). Já 

o conteúdo renal de angiotensinogênio (Fig. 26B) apresentou tendência de aumento 

pelo tratamento com GT (em unidades arbitrárias: 4,87 ± 1,57 vs 1,99 ± 0,66 no grupo 

CTL). No entanto, essa diferença não alcançou significância estatística (p = 0,0857). 
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Figura 26. RNA mensageiro que codifica renina (A) e angiotensinogênio (B) em rins de ratos após 5 dias 

de tratamento com gentamicina. CTL, controle (n = 6) e GT, gentamicina (n = 4 - 6). Os níveis de RNA 

mensageiro que codifica renina ou angiotensinogênio relacionados aos níveis de GAPDH foram 

expressos como média ± EPM de unidades arbitrárias (UA) de fluorescência obtidas durante a fase de 

amplificação exponencial (Ct) do cDNA.  
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4.3.2 Enzima Conversora de Angiotensina I e Enzima Conversora de Angiotensina 
II Renais 

 

A Figura 27 mostra o conteúdo de RNA mensageiro que codifica a enzima 

conversora de angiotensina I (ECA) e a enzima conversora de angiotensina 2 e (ECA 2) 

em rins de ratos tratados com GT. O conteúdo renal de ECA aumentou, 

significativamente, nos rins de ratos submetidos à NTA induzida por GT (Fig. 27A). 

Estes valores, em unidades arbitrárias, foram elevados de 1,02 ± 0,09 (CTL, n = 6) para 

1,39 ± 0,11 (n = 6) nos rins dos ratos do grupo GT. Já o RNA mensageiro renal que 

codifica a ECA2 (Fig. 27B) não apresentou diferença significativa pelo tratamento com 

GT (em unidades arbitrárias: 0,81 ± 0,17 vs 0,95 ± 0,13 no grupo CTL).  
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Figura 27. RNA mensageiro que codifica ECA (A) e ECA 2 (B) em rins de ratos após 5 dias de tratamento 

com gentamicina. CTL, controle (n = 6) e GT, gentamicina (n = 5 - 6). Os níveis de RNA mensageiro que 

codifica ECA ou ECA 2 relacionados aos níveis de GAPDH foram expressos como média ± EPM de 

unidades arbitrárias (UA) de fluorescência obtidas durante a fase de amplificação exponencial (Ct) do 

cDNA. *p<0,05 vs CTL.  
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4.3.3 Receptores AT1 e Mas Renais 
 

A Figura 28 mostra o conteúdo de RNA mensageiro que codifica os receptores AT1 e 

Mas em rins de ratos tratados com GT. O conteúdo renal de receptor AT1 foi 

significativamente elevado nos rins de ratos submetidos à NTA induzida por GT (Fig. 

28A). Estes valores, em unidades arbitrárias, foram elevados de 0,49 ± 0,17 (CTL, n = 4) 

para 1,53 ± 0,32 (n = 5). Por outro lado, o RNA mensageiro renal que codifica o receptor 

Mas (Fig.28B) não foi significativamente afetado pelo tratamento com GT (em unidades 

arbitrárias: 1,00 ± 0,05 vs 1,04 ± 0,13 no grupo CTL).  
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Figura 28. RNA mensageiro que codifica os receptores AT1 (A) e Mas (B) em rins de ratos após 5 dias de 

tratamento com gentamicina. CTL, controle (n = 4 - 6) e GT, gentamicina (n = 5 - 6). Os níveis de RNA 

mensageiro que codifica os receptores AT1 ou Mas relacionados aos níveis de GAPDH foram expressos 

como média ± EPM de unidades arbitrárias (UA) de fluorescência obtidas durante a fase de amplificação 

exponencial (Ct) do cDNA. *p<0,05 vs CTL.   
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5 DISCUSSÃO 
 
5.1 Validação do modelo de necrose tubular aguda induzida por gentamicina 
 

 O modelo de necrose tubular aguda (NTA) induzida por gentamicina (GT), 

implantado em nosso laboratório e por nós utilizado pela primeira vez no presente 

estudo, é um modelo confiável e, portanto, válido, uma vez que parâmetros 

característicos da nefrotoxicidade deste antibiótico foram reprodutíveis e estão em 

consonância com dados relatados na literatura.  

  

5.1.1 Gentamicina e parâmetros não – renais 
  

Em nosso estudo: 

 

• O ganho de peso corporal foi menor nos ratos tratados com GT em relação aos ratos 

CTL. Esta observação foi similar ao encontrado nos estudos de Appel e cols., (1981) 

que verificaram que ratos tratados com gentamicina na dose de 80 mg/Kg/dia 

apresentaram menor ganho de peso. 

• Contrariamente ao que ocorreu com o peso corporal, o peso dos rins foi aumentado 

pelo tratamento com GT, o que está de acordo com o descrito por Ali e cols. (2009). 

Este efeito, atribuído ao efeito nefrotóxico do antibiótico, provavelmente, é devido ao 

edema do órgão que ocorre na fase de implantação da NTA e pode estar 

relacionado a um processo inflamatório local.  

•  A GT promoveu significativa queda da pressão arterial sistólica. Em trabalho similar, 

Rivas-Cabañero e cols. (1995) verificaram que o L-NAME, um inibidor da síntese de 

óxido nítrico (NO), aumentou a pressão arterial em ratos tratados com altas doses de 

GT (100 mg/Kg/dia). Estudos têm relatado que a inibição do óxido nítrico agrava a 

insuficiência renal induzida pela GT, ao passo que a administração de L–arginina, 

precursor do óxido nítrico, tem efeito benéfico sobre as funções glomerulares e 

tubulares (Rivas-Cabañero e cols., 1994; Rivas-Cabañero e cols., 1995; Can e cols., 

2000; Ghaznavi e cols., 2005; Seçilmiş e cols. 2005). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rivas-Caba%C3%B1ero%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rivas-Caba%C3%B1ero%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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5.1.2 Gentamicina e parâmetros renais 
 

Em nosso estudo: 

 

• A GT produziu alterações morfológicas típicas de necrose tubular, podendo ser 

observada presença de infiltrado mononuclear e presença de núcleos picnóticos com 

cariólise, em túbulos com necrose de coagulação.   

• A GT promoveu queda do RFG com concomitante elevação dos níveis plasmáticos 

de creatinina. Observações similares foram relatadas por diversos autores como: 

Banday e cols., 2008; Ghaznavi e Kadkhodaee, 2007; Soliman e cols., 2007; 

Cuzzocrea e cols., 2002; Mazzon e cols., 2001; Lee e cols., 2001; De-Barros-e-Silva 

e cols., 1992.  

• A GT causou poliúria, aumento da fração de excreção de água e redução da 

osmolalidade urinária o que também confirma dados já descritos na literatura (Bae e 

cols. 2007; Lee e cols., 2001).  

• A GT promoveu proteinúria, o que é um indicador de lesão renal. Esta observação é 

similar à obtida por outros autores (Papanikolaou e cols., 1992; Banday e cols., 

2008). 

• A GT aumentou a excreção urinária da enzima gama glutamil transferase (gama-

GT), uma enzima da borda em escova do epitélio tubular. Isto indica lesão tubular e 

está de acordo com o já relatado por outros autores (Mazzon e cols., 2001; 

Cuzzocrea e cols., 2002).  

• O tratamento com GT tornou o clearance de água livre menos negativo, o que indica 

uma redução na reabsorção de água, o que poderia, pelo menos em parte, ser o 

responsável pela poliúria observada.  

• A GT reduziu a concentração plasmática de K+ bem como aumentou a fração de 

excreção do mesmo, dados esses, similares aos relatados por outros autores 

(Watson e cols., 1983; Cronin e Thompson, 1991; Silan e cols., 2007).  

• A GT não alterou, de forma significativa, a fração de excreção de Na+, o que está de 

acordo com o resultado obtido por Sohn e cols. (2003). No entanto, alguns autores 
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(Bae e cols., 2007; Cuzzocrea e cols., 2002; De-Barros-e-Silva e cols., 1992) têm 

descrito no diagnóstico de NTA, dentre outros, um aumento da fração de excreção 

de sódio. A FENa+ mantida inalterada nos ratos acordados, por si só, não 

descaracteriza a instalação da NTA induzida pela GT, já que outros indicadores de 

necrose tubular renal foram confirmados (redução do RFG, poliúria, aumento da 

gama-GT, morfologia etc).  

 

Interessantemente, os ratos com NTA e que foram infundidos apenas com 

solução de NaCl 0,9% apresentaram FENa+ elevada, quando comparado aos ratos 

normais, também, infundidos apenas com solução de NaCl 0,9% (Fig. 22). Cabe lembrar 

que, de acordo com os protocolos experimentais (ver métodos), os ratos foram mantidos 

em gaiolas metabólicas durante o tratamento com GT (5 dias).  Nesse período, os ratos 

foram submetidos à coleta de sangue e de urina e, passado esse tempo, esses mesmos 

ratos foram anestesiados antes de serem submetidos a procedimentos cirúrgicos para a 

infusão de diferentes substâncias. De modo que a alteração da FENa+ não detectada 

enquanto os ratos foram mantidos nas gaiolas, foi observada após os ratos serem 

anestesiados.  

Tomados em conjunto, os nossos dados viabilizaram o uso do modelo de necrose 

tubular aguda induzida pela gentamicina, na dose de 80 mg/Kg/dia, por 5 dias 

consecutivos. 

 
5.2 Função renal em ratos anestesiados e com necrose tubular aguda  

 

Em ratos anestesiados e infundidos com solução de NaCl 0,9% foi possível 

determinar o FPR pelo clearance do para-amino-hipurato de sódio (PAH) tanto em  ratos 

CTL, como em ratos tratados com GT. Em nossos experimentos, a gentamicina, por si 

só, promoveu queda do FPR e do RFG, o que está de acordo com os relatos de outros 

autores (Appel e cols., 1981; Klotman e Yarger, 1983; Can e cols., 2000). Esse efeito da 

GT pode estar relacionado ao aumento dos níveis renais da enzima ECA e dos 

receptores AT1, o que culminaria com a ativação do eixo vasoconstritor do SRA. Por 

seu efeito vasoconstritor, a Ang II pode reduzir o RFG, o que agravaria o efeito 
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nefrotóxico da gentamicina. A participação do SRA na patogênese da NTA induzida pela 

GT tem sido estudada por muitos pesquisadores. Por exemplo, o uso de inibidores da 

ECA, que resulta na inativação da principal via de formação da Ang II, minimiza a queda 

do RFG em ratos tratados com GT (Hishida e cols., 1994; Yamada e cols., 1992; Morin e 

cols.,1989; Luft e cols., 1982; Schor e cols., 1981). 

 Além dos estudos com inibidores de ECA, antagonistas de receptores de 

angiotensinas, também tem sido utilizados na tentativa de elucidar a participação do 

SRA na NTA. Nesse sentido, a administração, por exemplo, de candesartan, um 

antagonista de receptor AT1, aumentou significativamente o FPR, em humanos 

(Wuerzner e cols., 2004). Já a administração, em ratos jovens e adultos, de Ang II, 

promoveu vasoconstrição tanto da arteríola aferente, quanto da eferente, o que contribui 

para a queda do FPR (Zhang e cols., 1997). Assim, como a GT, em nossos estudos, 

reduziu de forma similar tanto o FPR quanto o RFG, a FF manteve-se inalterada.  

 De um modo geral, os parâmetros renais medidos nos ratos após anestesia 

foram similares aos mesmos parâmetros medidos nos ratos acordados e mantidos em 

gaiolas metabólicas. Por exemplo, os ratos anestesiados e tratados com GT 

apresentaram poliúria e aumento da FEH2O. Uma possível explicação para o aumento 

da produção de urina, em ratos com NTA induzida pela gentamicina é que esse 

antibiótico impediria a formação de AMP cíclico, o que reduziria a formação e 

mobilização das AQP2 para a membrana apical das células principais. 

Conseqüentemente, a reabsorção de água no ducto coletor diminuiria, culminando com 

um aumento na excreção de água (Lee e cols., 2001). 

 A perda urinária de Na+ e de K+, nos ratos anestesiados, foi maior nos ratos 

tratados com GT. Este efeito, segundo muitos autores, se deve à necrose do túbulo 

proximal produzida pela GT (Banday e cols., 2008; Silan e cols., 2007; Cuzzocrea e 

cols., 2002).  

Alguns parâmetros mostraram alterações, promovidas pela GT, divergentes 

quando analisadas nos ratos acordados ou anestesiados. Nos ratos anestesiados e 

tratados com GT, nenhuma alteração no clearance de água livre (CH2O) foi detectada. 

Isto pode ter sido devido à curta duração dos períodos de clerances (20 min). Já nos 

ratos acordados, a GT tornou o CH2O menos negativo, indicando menor reabsorção de 
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água e formação de urina hiposmótica (Tab. 2), conforme também observado por Sohn 

e cols. (2003) em seus estudos. A inabilidade em concentrar urina é uma das 

características do modelo de NTA induzida por GT, pois reduz a reabsorção tubular de 

água (Sohn e cols., 2003).  

 

5.3 Função renal em ratos anestesiados e com necrose tubular aguda sob infusão 
de Ang(1-7) 

 
Nesta sessão, será discutido a função renal em ratos anestesiados com NTA 

induzida pela GT sob a influência de infusão contínua de Ang(1-7) na ausência e na 

presença do antagonista de receptor Mas, o A779.  

Embora não tenha alcançado significância estatística, a Ang(1-7) parece tender a 

aumentar o FPR nos ratos normais (Fig. 17), efeito este, bloqueado pelo antagonista de 

receptor Mas, A779, conforme pode ser visto na combinação de Ang(1-7) com A779 

(grupo CTL Ang1-7+A779).  

Nos ratos tratados com GT a Ang(1-7) reduziu o FPR, mas o A779 não interferiu 

nessa resposta (grupo GT Ang1-7+A779). A GT promoveu aumento dos níveis renais de 

RNA mensageiro que codifica a ECA. Na cascata do SRA, a ECA exerce importante 

papel porque, além de converter a Ang I em Ang II, hidrolisa a Ang(1-7) inativando-a 

(Yamada e cols., 1998). Então uma maior quantidade ou atividade da ECA levaria a uma 

maior degradação do heptapeptídeo. Esse evento, nos ratos tratados com GT, poderia, 

pelo menos em parte, explicar a queda do FPR em resposta à Ang(1-7). Ou ainda a 

queda do FPR, sob nossas condições experimentais, poderia ser explicada pela 

mediação da Ang(1-7) via receptor AT1. Em humanos, Ueda e cols., (2000) 

demonstraram que infusão de baixas doses de Ang(1-7) na artéria braquial induziu 

aumento do fluxo sanguíneo para o antebraço. Este aumento do fluxo sanguíneo foi 

devido ao efeito direto da Ang(1-7) vasodilatando o vaso e também pelo efeito indireto, 

inibindo os efeitos vasoconstritores da AngII. No entanto, altas doses de Ang(1-7) 

reduziu o fluxo sanguíneo para o antebraço e esse efeito foi devido à afinidade deste 

peptídeo com o receptor AT1.  
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A Ang(1-7) (exógena) não afetou o RFG nos ratos normais, mas o antagonista 

seletivo de receptor Mas, A779, o reduziu significativamente. Curiosamente, quando 

associado à  Ang(1-7), o A779 não mais exibiu tal efeito. O efeito do A779 quando 

infundido isoladamente poderia ser atribuído ao fato de que, na dose utilizada, esse 

antagonista foi suficiente para bloquear a ligação da Ang(1-7) endógena aos receptores 

Mas. Porém, quando infundido em associação com Ang(1-7) (exógena), não foi mais 

capaz de bloquear a resposta na dose utilizada, devido à concentração mais elevada do 

heptapeptídeo (endógeno + exógeno). Nos ratos com NTA, embora o RFG já esteja 

reduzido apenas pelo tratamento, a Ang(1-7), o antagonista A779 ou mesmo a 

associação Ang(1-7) + o A779 não afetaram o RFG. Os dados disponíveis a cerca do 

efeito da Ang(1-7) sobre o RFG são discrepantes uma vez que alguns autores relatam 

que esse peptídeo aumenta o RFG, em ratos normais (Vallon e cols., 1998), enquanto 

outros relatam redução do mesmo, também, em ratos normais (Baracho e cols., 1998). 

Cabe ressaltar que os protocolos experimentais, utilizados pelos diferentes autores, não 

são os mesmos. Assim, fatores como magnitude da volemia e uso de anestésico 

poderiam interferir ou mesmo determinar os diferentes tipos de efeitos da Ang(1-7) 

sobre um mesmo parâmetro. Nesse estudo, nem a Ang(1-7), nem o A779 exibiu 

qualquer efeito sobre o RFG nos ratos tratados com GT. Com isto, pode se especular 

que na NTA induzida pela GT: i) a reatividade vascular renal a vasodilatadores, como a 

Ang(1-7), esteja diminuída, ii) enzimas que degradam a Ang(1-7) estejam aumentadas, 

como no caso da ECA e iii) os receptores para a Ang(1-7) estejam diminuídos e/ou com 

baixa afinidade.  

 A Ang(1-7) aumentou o FU nos ratos normais anestesiados. Esta observação 

está em consonância com os resultados obtidos por alguns autores que relataram ações 

diurética e natriurética da Ang(1-7), em ratos e em cães normotensos (Bürgelová e cols., 

2002; Heller e cols., 2000; Vallon e cols., 1998; Handa e cols., 1996; Hilchey e Bell-

Quilley, 1995; DelliPizzi e cols., 1994). Entretanto, a Ang (1-7) não apresenta apenas 

efeito diurético. Santos e Baracho (1992) verificaram que, em ratos acordados e com 

sobrecarga hídrica, a Ang(1-7) apresentava efeito antidiurético, o qual não era afetado 

pelo bloqueio do receptor V2 de vasopressina. A ação antidiurética da Ang(1-7) estava 

associada a uma redução significativa do RFG e o uso do antagonista do receptor Mas, 
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A779, atenuou esse efeito (Santos e cols., 1996; Baracho e cols., 1998; Simões e Silva 

e cols., 1998; Simões e Silva e cols., 1997). Garcia e Garvin (1994) descreveram um 

efeito bifásico da Ang(1-7), onde concentrações fisiológicas do peptídeo aumentava a 

reabsorção de fluidos no túbulo proximal, enquanto que altas doses a reduzia. Ainda no 

rim, a Ang(1-7) altera a reabsorção tubular de sódio e de bicarbonato (Campagnole-

Santos e cols., 1989; Handa e cols., 1996), diminui a atividade da Na+,K+-ATPase 

(Garcia e Garvin, 1994) e aumenta o transporte de água no ducto coletor da medula 

interna (Santos e cols., 1996; Magaldi e cols., 2003). Joyner e cols. (2008b) verificaram 

que a Ang(1-7) pode exibir efeitos antagônicos dependendo do estado fisiológico. Por 

exemplo, ela promove diurese, com redução da osmolalidade urinária, durante a fase 

final de gestação em ratas, mas também induz antidiurese, com aumento da 

osmolalidade urinária, em ratas virgens (Joyner e cols., 2008a). Os autores atribuíram a 

diurese ao aumento da ingestão de água, redução da vasopressina plasmática e 

“downregulation” da AQP1 renal. A antidiurese foi atribuída à reabsorção de água, a 

qual poderia, em parte, ser mediada pela “upregulation” da AQP1. O A779 bloqueou 

tanto a diurese, como a antidiurese. Em nosso estudo, o A779 também impediu o 

aumento da diurese em resposta à Ang(1-7), o que indica que o aumento da diurese foi 

devido à ativação do receptor Mas.  

 Em resumo, a Ang(1-7) pode causar tanto diurese, quanto antidiurese sendo, o 

tipo de efeito, dependente das condições experimentais, as quais incluem: via de 

administração, dose, estado de hidratação, o sítio de exposição à Ang(1-7) no néfron 

(Chappell e cols., 1998) ou ainda se o estudo foi feito in vitro ou in vivo e do estado de 

vigília (se animais acordados ou anestesiados). Em nossos estudos, foram utilizados 

ratos anestesiados, o que pode ter interferido no efeito da Ang(1-7) ao causar poliúria. 

Resultado semelhante foi obtido por Handa e cols. (1996), os quais observaram que a 

Ang(1-7) produz diurese e natriurese também em ratos anestesiados. Essa observação 

juntamente com a por nós obtida diverge daquela relatada por Santos e Baracho (1992), 

onde a Ang(1-7), administrada perifericamente, produziu antidiurese em ratos acordados 

e submetidos a uma sobrecarga hídrica. Como observado para o RFG, o FU não foi 

afetado pela Ang(1-7) nos ratos tratados com GT. As possíveis explicações para isto 

seriam as mesmas já especuladas para explicar a ausência de efeito desse peptídeo 
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sobre o RFG, ou seja, fatores como baixa reatividade vascular e/ou número de 

receptores diminuídos ou com baixa afinidade. 

 Em ratos normais, a FEH2O foi elevada tanto pela Ang(1-7), como pelo A779. Isto 

era esperado, pois a Ang(1-7) aumentou o FU sem alterar o RFG, ao passo que o A779, 

por si só,  reduziu o RFG sem, no entanto, afetar o FU. Nos ratos tratados com GT, 

Ang(1-7), o A779 e associação Ang(1-7)+A779 não produziram qualquer alteração 

detectável, igualmente ao observado para o RFG e FU. 

 O CH2O não sofreu qualquer alteração pela infusão de Ang(1-7), A779 ou pela 

associação Ang(1-7)+A779, quer seja em ratos normais, quer seja em ratos tratados 

com GT. Esta observação vai de encontro ao trabalho de Pinheiro e cols. (2009) que 

relataram, em camundongos knockout para o receptor Mas, um CH2O inalterado mesmo 

com o FU e o FPR reduzidos. Nesse mesmo trabalho, foi verificado que camundongos 

selvagens (wildtype) para o receptor Mas, apresentaram Cosm semelhante aos 

camundongos knockout para esse receptor, indicando que a Ang(1-7) não afeta esse 

parâmetro ou que, se afetasse, não o faria via receptor Mas. Em nossos experimentos, a 

Ang(1-7) não exibiu qualquer efeito detectável sobre o Cosm, nem em ratos normais, nem 

em ratos com NTA. 

 A Ang(1-7), o A779 e a associação Ang(1-7)+A779 não alterou, de forma 

significativa, a FENa+ tanto em ratos ratos normais, como em ratos com NTA. 

Diferentemente, estudos têm mostrado que a Ang(1-7) produz acentuada em ratos e 

cães normotensos (DelliPizzi e cols., 1994; Heller e cols., 2000; Bürgelová e cols., 2002; 

Vallon e cols., 1998). Embora tal discrepância não possa ser explicada nos ratos 

normais, nos ratos tratados com GT, a mesma poderia, pelo menos parcialmente, estar 

relacionada ao estado hipotenso no qual os ratos com NTA se encontram.  

 Igualmente ao observado para a FENa+, A Ang(1-7) não alterou a FEK+ em ratos 

ratos normais. No entanto, o A779, por si só, aumentou significativamente tal fração 

sendo, este efeito abolido quando o mesmo foi associado à Ang(1-7) (grupo CTL Ang(1-

7)+A779). Novamente, como observado para outros parâmetros, a FEK+ não foi afetada 

pela Ang(1-7) nos ratos tratados com GT. Para efeito de especulação, fatores como 

baixa reatividade vascular e/ou baixo número de receptores poderiam, até certo ponto, 
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explicar a ausência de efeito desse peptídeo sobre a excreção tanto de K+, como de 

Na+.   

Diante dos diferentes dados obtidos em ratos normais e em ratos com NTA 

induzida pela GT, pode-se sugerir que o efeito da Ang(1-7), sobre a função renal, 

depende do estado basal, fisio e/ou patológico, dos ratos.  

 

5.4 Efeito da Gentamicina sobre os níveis renais de RNA mensageiro que codifica 
componentes do sistema renina-angiotensina  

 

Uma vez que a Ang(1-7) pouco interferiu na função renal de ratos com NTA, o 

RNA mensageiro que codifica alguns componentes do SRA foi investigado a fim de 

tentar desvendar como estariam, sob as condições por nós utilizadas, os níveis renais 

de alguns dos componentes que favorecem tanto o eixo vasodilatador, Mas-Ang(1-7), 

como o eixo vasoconstritor do SRA, Ang II-AT1.  

 

A investigação dos níveis renais de RNA mensageiro que codifica alguns 

componentes do SRA, em ratos tratados com GT, revelou uma tendência de aumento 

níveis renais de RNA mensageiro que codifica o angiotensinogênio (p=0,0857) sem, no 

entanto, alterar os níveis de RNA mensageiro que codifica a renina. Luft e Evan (1980) 

ao administrarem altas doses de gentamicina verificaram aumento da atividade 

plasmática de renina e alterações na barreira de filtração glomerular e sugeriram que 

estas alterações podem, pelo menos em parte, ser mediadas pelo SRA. Este sistema é 

formado por uma cascata de reações enzimáticas que se iniciam com a hidrólise do 

angiotensinogênio pela renina, levando à formação do decapeptídeo Ang I. Este sistema 

tem importante papel no controle da atividade cardiovascular, no equilíbrio 

hidroeletrolítico e na função celular. As enzimas conversoras de angiotensinas, ECA e 

ECA2 (Tipnis e cols., 2000; Donoghue e cols., 2000) participam dessa cascata 

promovendo a formação de peptídeos como a Ang II e Ang(1-7), a partir da formação da 

Ang I.  

Análise do tecido renal mostrou que os níveis renais do RNA mensageiro para a 

enzima ECA estavam aumentados em ratos com NTA induzida pela GT. Esses dados 
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estão de acordo com aqueles obtidos por Ziai e cols. (2003) que verificaram aumento da 

atividade da ECA em rins, pulmão e soro de ratos que receberam GT (100 mg/Kg/dia), 

por 7 dias. A ECA é uma importante enzima da cascata do SRA, pois converte a Ang I 

em Ang II, um importante agente vasoconstritor. A ECA ainda, a partir da clivagem da 

Ang(1-7), pode formar metabólitos inativos (Ang(1-5), Ang(1-3)), podendo ser uma 

importante via de inativação da Ang(1-7) circulante e, possivelmente, da forma tecidual 

desse peptídeo (Yamada e cols., 1998). Sabe-se que quando a ECA é inibida, os níveis 

circulantes de Ang(1-7) podem aumentar de 25 a 50 vezes (Campbell e cols., 1995). 

Desse modo, inibidores de ECA tem sido usados para se avaliar a possível participação 

do SRA no desenvolvimento da NTA induzida por aminoglicosídeos. Acredita-se que o 

bloqueio do SRA pelos inibidores de ECA melhoram a função renal, seja pela inibição 

da formação de Ang II (Schor e cols., 1981; Luft e cols., 1982), seja pela inibição da 

hidrólise da bradicinina, que tem reconhecida ação vasodilatora (Brosnihan e cols. 1996; 

Lima e cols. 1997). O fato é que, o uso de inibidores de ECA minimizam a queda do 

RFG e também do coeficiente de ultrafiltração (Schor e cols., 1981; Luft e cols., 1982; 

Morin e cols., 1989; Yamada, 1992; Hishida e cols., 1994). Estudos em ratos neonatais 

demonstraram que a inibição da ECA, por enalapril, induz profundas alterações na 

função e na hemodinâmica renal, caracterizadas por redução da osmolalidade urinária e 

considerável elevação do FU, da FENa+ e da FEK+ (Guron, 2005).  

Com base nas vias de formação e de degradação do SRA, podemos inferir, a 

partir dos resultados obtidos, que o aumento dos níveis de RNA mensageiro no tecido 

renal que codifica a enzima ECA observado nos ratos com NTA induzida pela GT, pode 

levar a uma maior inativação da Ang(1-7) endógena, além de contribuir para o aumento 

na formação de Ang II. Isto pode produzir queda do RFG e do FPR (Wuerzner e cols., 

2004; Zhang e cols. 1997) (Fig. 29). 

Nossos resultados também mostraram que os níveis renais de RNA mensageiro 

que codificam o receptor de Ang(1-7), Mas, não foram significativamente diferentes nos 

ratos com NTA induzida pela GT, quando comparados com os ratos normais. Por outro 

lado, foi observado aumento dos níveis de RNA mensageiro que codifica para o receptor 

de Ang II, o AT1, em rins de ratos tratados com GT. O AT1 é um dos subtipos de 

receptores farmacologicamente definidos e clonados, caracterizados inicialmente por 
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Whitebread e cols. (1989) e Chiu e cols. (1989). Este receptor apresenta sete domínios 

transmembrana e está acoplado à proteína G (Touyz e Berry, 2002; Campbell, 2003) 

sendo amplamente distribuído em tecidos de vasos sanguíneos, coração, rim, glândula 

adrenal, fígado, órgãos reprodutores, trato urinário, cérebro e pulmão. Muitas ações 

fisiológicas importantes da Ang II são mediadas pelo receptor AT1. Entre estas, pode-se 

citar vasoconstrição, liberação de aldosterona, aumento da reabsorção tubular renal, 

aumento da secreção de vasopressina, aumento da freqüência cardíaca e inibição da 

secreção de renina (Timmermans e cols., 1993). A Ang II também tem um efeito aditivo 

regulando a AQP2 através da potencialização do efeito da vasopressina pelo acúmulo 

de AMP cíclico (Lee e cols., 2007).  

O aumento renal de ECA sugere aumento na formação de Ang II e, este dado 

associado ao aumento de receptor AT1, indica exacerbação da ação vasoconstritora da 

Ang II, o que pode ter sido determinante na redução do RFG e do FPR nos ratos que 

foram tratados apenas com GT. Ou seja, o eixo vasoconstritor ECA-AngII-AT1 estaria 

ativado neste modelo de NTA. Denton e cols. (2000) demonstraram que a infusão 

intrarrenal de doses crescentes de Ang II causou uma redução progressiva do FPR sem 

alterar o RFG, resultando em um aumento da FF. No entanto, o potente efeito da Ang II, 

sobre a microcirculação renal, causa considerável vasoconstrição das arteríolas aferente 

e eferente e redução do coeficiente de filtração glomerular (Kf) (Arendshorst e cols., 

1999, Blantz, 1980). Isto explicaria a redução do RFG observada em nossos 

experimentos. Estudos em rins isolados, usando uma técnica específica de isolamento 

de arteríolas, mostraram que a Ang II promove vasoconstrição tanto da arteríola 

aferente, quanto da eferente e que a arteríola eferente é mais sensível à ação da Ang II 

(Yuan e cols., 1990). No entanto, Navar e cols. (1996) afirmaram que a Ang II promove 

constrição das arteríolas aferente e eferente, porque ativa o influxo de Ca2+, o qual é 

diferente nos dois tipos de vasos (Loutzenhiser e Loutzenhiser, 2000; Carmines e Navar, 

1989). De modo que o efeito vasoconstritor da Ang II, sobre as arteríolas aferente e 

eferente, depende de condições fisiológicas e que os diferentes efeitos sobre 

parâmetros da função renal como FPR, RFG e FF dependem particularmente da região 

do néfron sobre a qual a Ang II age (Denton e cols., 2000). 
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Tomados juntos, esses resultados sugerem que em ratos com NTA induzida pela 

gentamicina, a via vasoconstritora está ativada em detrimento da via vasdilatadora. E, 

uma vez instalada a lesão renal, a Angiotensina (1-7) pouco age sobre os parâmetros 

avaliados. 

 



 

 

 

 

 
 
Figura 30 - Possíveis efeitos que o aumento dos níveis renais de RNAm que codifica para a enzima ECA 

e para o receptor AT1 poderia desencadear em ratos com NTA induzida por gentamicina. RFG- ritmo de 

filtração glomerular, ECA-enzima conversora de angiotensinas; AT1, receptor de Angiotensina II, FPR- 

fluxo plasmático renal. 
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6 CONCLUSÕES 
 

6.1 Modelo de Insuficiência Renal Induzida por Gentamicina 
 

• A gentamicina, da forma por nós utilizada (80mg/Kg/dia, subcutaneamente, 2 

vezes ao dia, 5 dias), promoveu necrose tubular aguda o que viabilizou o seu uso 

para induzir a insuficiência renal.  

 

6.2 Angiotensina(1-7) e Insuficiência Renal Induzida por GT 
 

• A Ang(1-7), na NTA induzida pela GT, nas doses e condições utilizadas nesse 

estudo, apresentou apenas efeito vascular renal (reduziu o FPR) sem, no entanto, 

afetar grandemente a função tubular. O efeito vascular, provavelmente, foi devido 

à ativação de receptores Mas presentes nas arteríolas aferentes renais.     

 

6.3 RNA Mensageiro Renal Para Componentes do SRA em ratos com NTA 

Induzida por GT 
 

• Os ratos que desenvolveram lesão renal pelo uso da GT apresentaram aumento 

na expressão renal de RNA mensageiro que codifica a ECA e receptores AT1, 

sem alterar a expressão renal de RNA mensageiro que codifica a ECA2 e 

receptores Mas. Isto sugere a ativação do eixo vasoconstritor do SRA, ECA-Ang 

II-AT1 ao invés do eixo vasodilatador, ECA2-Ang(1-7)-Mas. 
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