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Resumo

A obesidade se tornou um problema de saude publica no mundo e no Brasil,
atingindo todas as classes sociais e idades. O sobrepeso e a obesidade estdo
correlacionados com varias comorbidades, entre elas estdo a hipertenséo
arterial, diabetes mellitus, doencas cardiacas, entre outras. As alteracoes
metabdlicas e hormonais ocorridas na obesidade levam a hipertenséo arterial e
alteracdes no balanco hidroeletrolitico, levando a modificagdes em varias células
e tecidos. Os eritrécitos sdo células muito sensiveis a modificagbes osmoticas,
podendo apresentar alteracbes em sua estrutura e composicdo proteica
causadas pela obesidade e sobrepeso. O objetivo desta dissertacdo € verificar
possiveis alteragdes na atividade da Ca?*-ATPase e na quantidade de PKCa nas
membranas de eritrécitos de individuos obesos e com sobrepeso e utilizar estes
parametros como possiveis biomarcadores das modificacbes metabdlicas
geradas pela obesidade. Foram recrutados 40 individuos, que trabalham ou
estudam na Universidade do Grande Rio (Unigranrio) e classificados, a partir do
indice de massa corporal (IMC), em individuos eutréficos, com sobrepeso e
obesos. Foram coletados 25 ml de sangue (em jejum), para mensuracdo dos
parametros bioquimicos e obtencdo das membranas de eritrOcitos para
mensuracdo da atividade Ca?*-ATPasica e da PKCa. Foi verificado que a
obesidade e o sobrepeso promovem uma reducéo significativa da atividade Ca?*-
ATPasica em relagdo ao grupo eutréfico (n = 12—-16; eutroficos = 28,8 + 4,6;
sobrepesos= 14,6 + 2,2; obeso= 8,7 + 1,9 nmol Pi x mg? x h''). Em relacéo a
PKCa, ocorreu um aumento significativo nos grupos obesos e com sobrepeso
em relacdo ao grupo eutrdéfico (de aproximadamente 5 vezes). Em concluséo, as
alteracbes metabdlicas e hormonais geradas pela obesidade e o sobrepeso
modulam negativamente a atividade da Ca?*-ATPase e positivamente a
guantidade de PKCa nas membranas de eritrocitos. Possivelmente as alteracdes
na atividade da Ca?*-ATPase em eritrocitos podem ser utilizadas como

biomarcadores na obesidade e suas comorbidades.

Palavras-Chave: Obesidade, Hipertenséo Arterial, Eritrocitos, Sistema
Renina Angiotensina Aldosterona, Ca?*-ATPase.



Abstract

Obesity has become a public health problem in the world and Brazil, affecting all
social classes and ages. Overweight and obesity are correlated with several
comorbidities, including high blood pressure, diabetes mellitus, heart disease,
among others. The metabolic and hormonal alterations that occur in obesity lead
to arterial hypertension and changes in the hydroelectrolytic balance, leading to
changes in various cells and tissues. Erythrocytes are very sensitive cells to
osmotic changes, and may present alterations in their structure and protein
composition caused by obesity and overweight. The objective of this work is verify
possible alterations in the activity of Ca?*-ATPase and PKCa in erythrocyte
membranes of obese and overweight individuals and to use these parameters as
possible biomarkers of the metabolic modifications generated by obesity. Forty
individuals who work or study at the University of Grande Rio (Unigranrio) were
recruited and classified, based on the body mass index (BMI), into eutrophic,
overweight and obese individuals. Twenty-five ml of blood (fasting) were
collected to measure biochemical parameters and obtain erythrocyte membranes
to measure Ca?*-ATPase activity and PKCa. It was verified that obesity and
overweight promote a significative reduction in Ca?*-ATPasic activity in relation
to the eutrophic group (n = 12—-16; eutrophic = 28.8 + 4.6; overweight = 14.6 +
2.2; obese = 8.7 = 1.9 nmol Pi x mg! x h'). Regarding PKCa, there was a
significant increase in the obese and overweight groups compared to the
eutrophic group (approximately 5 times). In conclusion, the metabolic and
hormonal alterations generated by obesity and overweight negatively modulate
Ca?*-ATPase activity and positively modulate the amount of PKCa in erythrocyte
membranes. Possibly changes in Ca?*-ATPase activity in erythrocytes can be

used as biomarkers in obesity and its comorbidities.

Keywords: Obesity, Hypertension, Erythrocytes, Renin Angiotensin

Aldosterone System, Ca?*-ATPase.
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1- INTRODUCAO

A obesidade se tornou uma pandemia nos ultimos anos, atingindo todas
as faixas etarias, paises desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2016). Os
nameros sdo alarmantes, ultrapassando 1 bilhdo de pessoas no mundo (WHO,
2016). Nas ultimas décadas, ocorreu uma transi¢do nutricional e comportamental
global, que levou a um aumento significativo do niamero de individuos com
obesidade e sobrepeso, em 1975, 21,5% dos adultos apresentavam sobrepeso
ou obesidade, dentre eles, 4,3% eram obesos (FIGURA 1). Em 2016, o numero
de individuos com sobrepeso era de aproximadamente 39% da populacao (1,9
bilhdes), sendo 13,2% de obesos (650 milhdes) (FIGURA 2).

FIGURA 1. Mapa da obesidade no mundo em 1975.

<
No data 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
I I D . 4
Source: WHO, Global Health Observatory OurWorldInData.org/obesity « CC BY

O mapa mostra o percentual de individuos com sobrepeso no mundo em 1975. As cores em tons
mais escuros representam percentuais mais altos. Fonte: https://ourworldindata.org/obesity

(acessado em 2023).
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FIGURA 2. Mapa da Obesidade no mundo em 2016.

i
>

No data 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
[ T

Source: WHO, Global Health Observatory OurWorldIinData.org/obesity « CC BY

O mapa mostra o percentual de individuos com sobrepeso no mundo em 2016. As cores em tons
mais escuros representam percentuais mais altos. Fonte: https://ourworldindata.org/obesity

(acessado em 2023).

A tendéncia do aumento no numero de obesos no decorrer dos anos no
Brasil é semelhante ao que ocorre no mundo, nas Ultimas décadas a obesidade
aumentou significativamente. De acordo com da Pesquisa Nacional de Saude
(PNS), divulgada pelo IBGE, a quantidade de individuos obesos adultos no Brasil
mais que dobrou em 17 anos, passando de 12,2%, entre 2002 e 2003, para
26,8%, no ano de 2019. Nesse periodo, o percentual de individuos adultos com
0 sobrepeso passou de 43,3% para 61,7%, 0 que representa por volta de dois
tercos dos brasileiros. Essa estimativa foi realizada em comparagdao com as
estimativas de 2002-2003 e 2018-2018 da Pesquisa de Orcamentos Familiares
(POF) (IBGE, 2019).

Segundo a Organizacdo mundial da Saude (WHO, 2022), a obesidade &
caracterizada pelo aumento do tecido adiposo, estando associado a riscos para
a saude devido a sua relacdo com complicacdes metabdlicas. O tecido adiposo

€ um 6rgao enddécrino que se desregula significativamente na obesidade, com
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isso a liberacdo de adipocinas se altera levando a modificacdes na saciedade,
metabolismo e na atividade simpatica. Estas alteragbes geram doencas
metabdlicas como diabetes mellitus, hipertensdo arterial, doencas cardiacas,
entre outras (Magkos et al.,, 2016). O aumento da ativacdo simpatica e do
Sistema Renina Aldosterona (SRAA) sao as principais causas da hipertenséo
arterial, pois ocorrera por consequéncia o aumento da reabsorcao renal de sodio

e aumento da contratilidade do musculo liso dos vasos (HALL et al., 2019).

A partir da observacéo dos muitos e graves problemas de saude gerados
pela obesidade, € importante encontrar novos biomarcadores para as alteracdes
e comorbidades geradas por ela. Existem diversos tipos de biomarcadores,
localizados em diferentes areas do organismo. Entretanto, para utilizacdo de
biomarcadores menos invasivos, geralmente, o sangue periférico € o material
mais utilizado (WIJK, 2005).

Os eritrécitos sdo células altamente sensiveis a modificacdes idnicas,
varios estudos vém buscando uma correlagdo entre as modificagbes no
transporte de Na* e Ca?* nesta célula em diversas comorbidades, dentre eles
podemos destacar a hipertensdo arterial. Essas células sdo constituintes
integrais do sangue e transportam O2, CO2 e metabdlitos entre os 6rgaos, por
isso, sua andlise pode contribuir para um melhor entendimento do estado
metabdlico sistémico (GOLIK et al., 1996; TOSUKHOWONG et al.,, 1996;
ZIOBRO et al., 2013; TRINDADE, 2020).

Os transportadores ativos primarios de sédio e célcio estdo alterados em
diferentes 6rgados na obesidade, entre eles podemos destacar o rim e o coracao
(LUZES et al., 2021; HERDY, 2022). Alguns trabalhos mostram a reducao da
atividade da Na*+K*-ATPase e Ca?*-ATPase de eritrécitos na hipertensdo
arterial e obesidade, porém, os mecanismos que levam a essa diminui¢cdo néao
estdo claros (SUHAIL, 2010). Estas ATPases sao responsaveis, em parte, por
manter o equilibrio idnico e o volume do eritrécito. A Ca?*-ATPase é a maior
responsavel pelo controle das concentragées intracelulares do fon Ca?*, que é
um importante mensageiro celular, modulando a atividade de varias kinases e
por consequéncia todo metabolismo celular (REPSOLD & JOUBERT, 2018).
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Em células renais, os componentes do sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA), em especial os receptores de Angiotensina Il (Ang ll),
proteinas kinases C e A, apresentam modificacbes em sua atividade e
quantidade (LUZES et al., 2021). Estas modificacdes séo alguns dos principais
fatores que levam ao aumento da pressao arterial em animais obesos (LUZES
et al., 2021). Alteracdes semelhantes podem possivelmente estar ocorrendo nos
eritrocitos de individuos obesos, causando modificacdes na atividade da Ca?*-

ATPase, no metabolismo e na atividade de proteinas kinases.

1.2- OBESIDADE: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A obesidade é classificada de acordo com o indice de massa corporal
(IMC), que é dado pelo peso (em kg) dividido pela alturaz (em metros), os
individuos que apresentam esse indice acima de 24,9 sdo considerados com
sobrepeso e acima de 29,9, obesos (WHO, 2020). A obesidade e o sobrepeso
sdo caracterizados, ndo s6 pelo aumento do IMC, como também pelo aumento
da gordura abdominal de um individuo (MAGKOS et al. 2016). Com o
desenvolvimento da doenca, comorbidades osteoarticulares e fisiologicas
podem aparecer, ocorrendo com mais énfase no decorrer do envelhecimento
(SOLA et al., 2007; ANDOLFI et al., 2018; SANTOS et al., 2021). As principais
causas que levam ao excesso de peso e a obesidade sdo uma alimentacéo

hipercaldrica e a falta de atividade fisica (IBGE, 2020).

A obesidade pode gerar altos custos aos sistemas de saude, além de
ser um fator de risco conhecido para uma série de condi¢cbes relacionadas a
morbidade e mortalidade como cancer, diabetes, doencas cardiacas, entre
outras (BAHIA et al., 2012; ASSARI et al., 2019). Nos Estados Unidos em 2007,
de todos os céanceres, 6% foram atribuidos a obesidade, sendo 4% em homens
e 7% em mulheres (POLEDNAK, 2008).

De acordo com BAHIA et al. (2012), com dados coletados entre 2008 e
2010, os custos totais estimados em um ano com as doencgas relacionadas ao
sobrepeso e a obesidade séo de US$ 2,1 bilhdes, sendo US$ 1,4 bilh&do (68,4%
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dos custos totais) devido as internacdes e US$ 679 milhdes devido a
procedimentos ambulatoriais, ou seja, cerca de 10% desses custos sdo

relacionados aos individuos com sobrepeso e obesidade.

Os individuos obesos podem apresentar disfuncbes na musculatura
respiratéria, devido a restricdo causada pela sobrecarga na musculatura, por
causa da gordura acumulada na regido toracica e abdominal, acarretando
diminuicdo de mobilidade toracica (GIBSON et al., 2000). Mobilidade essa que
leva a alteracBes no sistema respiratorio, como fraqueza muscular expiratoria,
gerado pelo aumento do tecido adiposo e a limitagdo da musculatura nesta
regido, reduzindo a complacéncia pulmonar e perdendo o recuo elastico, que
pode ser influenciado tanto pelo envelhecimento (OYARZUN et al., 2009) como
pela obesidade, acarretando na calcificacdo nas articulacbes dessa regido e
reducado dos espacos intervertebrais (SGARIBOLDI et al., 2015).

Com o aumento da gordura abdominal, varios 6rgéos sao afetados de
forma pontual, dentre eles estd o figado. Os depdsitos de gordura hepatica
aumentam significativamente, sendo um indicador importante para fatores de
risco, entre eles estdo a resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, niveis
elevados de lipidios no sangue e doencas cardiovasculares (FRAYN et al.,
1992).

1.3 - OBESIDADE: ASPECTOS HISTOLOGICOS E BIOQUIMICOS

O tecido adiposo é formado por varios tipos de células, entre eles estédo
os pré-adipécitos, adipocitos, fibroblastos, células endoteliais vasculares e
células do sistema imune (HILL et al., 2014). Os adipécitos ficam alocados de
forma justaposta, com pouca substancia extracelular entre elas e frouxamente

amarradas.

O tecido adiposo possui muitos tipos de células imunes, dentre elas
podemos destacar os macréfagos (SELL et al., 2010). Estas células possuem
um papel importante na regulacdo da inflamagé&o e do metabolismo no tecido
adiposo. Os Macrofagos presentes neste local secretam citocinas inflamatérias
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e Oxido nitrico que induzem a producéo de HIF1-alfa e quando em situagdo de
hipoxia dos adipdcitos, se gera uma alca de amplificacdo dos mecanismos
inflamatorios (HILL et al., 2014).

Existem quatro tipos de adipdcitos: o branco, o bege, 0 marrom e o rosa
(FIGURA 3). O adipécito branco é uma célula geralmente oval, que apresenta
um grande bloco de armazenamento de triglicerideos que ocupa praticamente
todo citosol. Apresenta uma pequena quantidade de mitocéndrias, indicando
uma pequena capacidade de oxidacao de substratos energéticos, dentre eles os
lipidios (CANNON & NEDERGAARD, 2004). O tecido adiposo marrom apresenta
varias goticulas de gordura e uma grande quantidade de mitocbndrias, sua
principal funcdo é a termogénese. O tecido adiposo bege apresenta
caracteristicas morfofisioldgicas de transicdo entre tecido adiposo branco e o
marrom, apresentando algumas coticulas de gordura e uma quantidade
intermediaria de mitocondrias. O tecido adiposo rosa é responsavel pela
producdo de leite durante a gravidez e a amamentacao e armazenamento de
lipidios (CORREA et al., 2019). O aparecimento da obesidade esta associado
principalmente a hipertrofia do tecido adiposo branco e suas modificacfes na
secrecédo de adipocinas (SILVERTHORN, 2017; POEKES et al 2015).

FIGURA 3. Tipos de adipdcitos.

ROSA
BRANCO
Producdo de leite durante a BEGE MARROM
Armazenamento de energia gravidez .
Orgao endécrino Armazenamento de energia Orgéo enddcrino Termogénese
N

Mitocondria Nucleo 6%1) Vesicula contendo leite s Complexo de Golgi
o5S

Existem quatro tipos de adipdcitos: branco, rosa, bege e marrom. Eles apresentam diferencas
anatémicas e metabdlicas. Adaptado de CORREA et al., 2019.
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Com a hipertrofia do adipdcito branco, ocorre um aumento significativo
da liberac&o de leptina que, em condic¢@es fisioldgicas, exerce funcéo de reduzir
0 apetite e aumentar o metabolismo basal. Entretanto, com a hiperleptinemia,
ocorre a diminuicdo de sua sensibilidade no nucleo arqueado no hipotalamo
(local responséavel pela saciedade), porém nas areas hipotalamicas ventromedial
e dorsomedial, que levam ao aumento da atividade simpética, ndo ocorrem
alteracdes, levando o individuo a ter sua saciedade reduzida e atividade
simpatica aumentada (AKANJI, 2020; DE COURTEN et al., 1997; CORREA et
al., 2019).

A leptina é uma citocina pro-inflamatéria chave no aparecimento das
comorbidades da obesidade, ela ativa mondcitos, leucocitos e macrofagos para
produzir IL-6, TNFa e IL-12. Esse aumentando na liberacdo de sinalizadores pro-
inflamatérios causa um aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e respostas migratorias em mondcitos e macrofagos. Promove também
0 aumento da atividade do sistema nervoso simpatico que tem como
consequéncia o aumento no débito cardiaco e da resisténcia vascular periférica,
levando ao aumento da presséo arterial (FEIJOO-BANDIN et al., 2020).

A inflamacédo é uma caracteristica presente em individuos obesos. Em
condi¢Bes normais, os adipdcitos brancos liberam citocinas anti-inflamatdérias
como a adiponectina, interleucina 10 (IL-10), fator de crescimento beta (TGF-(),
entre outros, que levam a um efeito cardioprotetivo. Porém, a secrecéo alterada
de fatores derivados do tecido adiposo, devido a sua disfungéo, afeta ndo apenas
0 proprio tecido adiposo, como também outros fatores metabdlicos. Citocinas
pro-inflamatorias, liberadas pelo adipocito hipertrofiado, como TNFa, IL6, IL18,
resistina, MCP1 apresentam um potencialmente papel aterogénico (FIGURA 4)
(BAYS, 2014; FEIJOO-BANDIN et al., 2020).



17

FIGURA 4. Alteracdes do tecido adiposo branco na obesidade.

Tecido adiposo saudavel Tecido adiposo disfuncional Doencas cardiometabdlicas

? Adipocinas anti-inflamatorias ) TResisténcia a insulina
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Na obesidade, ocorre a hipertrofia dos adipdcitos e infiltracao de células imunes que vao levar a
producéo irregular de adipocinas. O tecido adiposo disfuncional leva a um estado de inflamagé&o
cronica de baixo grau devido a producao alterada de adipocinas/citocinas, que sdo secretadas
na corrente sanguinea e atingem outros tecidos, afetando sua biologia de maneira paracrina ou
enddcrina. Adaptado de Fonte: FEIJOO-BANDIN et al., 2020.

1.4- ALTERACOES DO SRAA NA OBESIDADE

O SRAA é um dos mais relevantes sistemas hormonais do organismo
por controlar o balanco eletrolitico, os volumes dos liquidos corporais e a pressao
arterial (HALL et al., 2019). Este sistema é composto por diversas enzimas e
varios peptideos, que podem ser ou ndo bioativos. Este sistema pode ser
encontrado de forma sistémica ou local. De forma sistémica o SRRA se inicia
com a liberacao de renina pelo rim, que reage com 0 angiotensinogénio, uma a2-
globulina produzida no figado, formando um decapeptidio com poucas ac¢bes
fisiol6gicas, a angiotensina | (Ang I). Este é convertido pela enzima conversora
de angiotensina (ECA) em um octapeptidio fisiologicamente ativo, a angiotensina
Il (Ang Il). A ECA existente na superficie luminal do endotélio vascular, sendo
muito abundante no endotélio pulmonar. A ECA renal (particularmente a do
endotélio das arteriolas aferente e eferente) pode produzir Ang Il suficiente para
exercer efeitos vasculares locais. Portanto, o rim recebe Ang Il de duas fontes:

de origem sistémica, que chega da circulacéo geral, principalmente da regiao
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pulmonar, e de origem local, formada a partir da conversao renal da Ang |
sistémica. A Ang Il estimula a producdo de aldosterona pelo cértex da glandula
suprarrenal (BELO et al., 2014).

A Ang Il, pode promover varios efeitos no organismo, 0s principais sao
vasoconstricao, proliferacéo/hipertrofia celular e aumento da reabsorcéo renal
de sodio (BELO et al., 2014; ZINGERMAN et al., 2015). Este peptideo esta
diretamente relacionado ao aumento da pressao arterial sistémica, contribuindo
para a homeostase cardiovascular e pressao arterial em situacdes em que a
secrecdo de renina esta elevada (HALL et al., 2019). O aparecimento da
hipertensdo arterial associada a obesidade é em grande parte atribuido a
hiperatividade do SRAA. O aumento da atividade simpética leva a uma ativacao
deste sistema, levando o obeso a ter grande probabilidade de ser hipertenso e
de apresentar um status inflamatoério de baixa intensidade constitutivo (FIGURA
5) (MORALES et al., 2009; HALL et al., 2019).

FIGURA 5. Mecanismos da hipertensdo arterial associada a obesidade e suas
comorbidades.
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A obesidade visceral causa 0 aumento da atividade simpatica, aumento da atividade do SRAA e

compresséo renal, estes fatores levam ao aumento reabsorcao renal de Na* e o aumento da
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presséo arterial. Estes fatores mais as alterag@es metabdlicas promovem injuria renal e doencas

cardiovasculares. Adaptado de HALL et al., 2019.

As anormalidades metabodlicas causadas pela obesidade interagem
sinergicamente com a hipertensédo arterial, causando lesédo renal e doencas
cardiovasculares. O aumento da atividade simpatica estimula a reabsor¢ao
tubular renal de sodio direta e indiretamente, estimulando a liberacdo de renina,
gue ativa o0 SRAA. A compressao renal também pode aumentar a reabsorcéo de
sédio por reduzir a perfusdo no 6rgao e estimular a liberacdo de renina. Esta
ativacdo leva ao aumento da formacdo de angiotensina Il e aldosterona, que
estimulam a reabsorc¢do tubular renal de sédio. Mecanismos independentes da
aldosterona também podem contribuir para a ativacdo do receptor de
mineralocorticoide (MR) tubular renal e aumento da reabsorcdo de sodio. O
aumento da reabsorc¢do renal de sédio leva a vasodilatacdo renal compensatoria
que, em combinacdo com o aumento da pressao arterial, inicialmente causa
aumento da pressao hidrostatica glomerular e hiperfiltracdo glomerular, o que

pode exacerbar ainda mais a leséo renal (HALL et al., 2019).

1.5- Ca?*-ATPase

O ion Ca?* é uma molécula sinalizadora universal, sendo responsavel
por regular funcbes que vao desde a embriogénese até a morte celular. Alteracao
ténues nas concentracdes intracelulares de célcio, estdo relacionadas a diversas
patologias, que vao da insuficiéncia cardiaca até o cancer (KARLSTAD et
al.,2012). O calcio é armazenado na maioria das células, nos reticulos
endoplasmatico (RE) e sarcoplasmatico (RS) e nas mitocondrias (através de
canais anionicos) (LYTTON et al., 1992).

Os eritrécitos ndo apresentam reticulos, sendo a concentracdo do Ca?*
intracelular controlada pela atividade de canais de Ca?* e pela Ca?*-ATPase que
se encontram na membrana plasmatica (FIGURA 6). Esta ATPase vai bombear
Ca?* contra seu gradiente eletroguimico, para o meio externo da célula,
reduzindo sua concentracdo intracelular (MAURYA et al., 2013). O Ca?* pode se

ligar a diferentes proteinas, modulando sua atividade e/ou sinalizando para
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diversas fungdes celulares. Um destes exemplos € a ativacdo da PKC, que esta
envolvida, dentre outras funcdes, na modulacao do transporte idnico e contracao
muscular (BERRIDGE et al., 2000). A bomba de calcio do reticulo endo-
sarcoplasmatico (SERCA) bombeia calcio para o reticulo endoplasmatico e
sarcoplasmatico (LYTTON et al., 1992). E uma ATPase que desempenha um
papel na sinalizacdo e na homeostase do calcio intracelular (FISHER et al.,
2021), sendo regulada pela calmodulina (CaM), proteinas quinases A e C
(COLINA et al., 2002). Ja a da membrana plasmatica (PMCA) tem alta afinidade
por célcio e baixa capacidade de transporte, apresentando um importante papel
no ajuste fino das concentracgdes intracelulares de célcio (DONNET et al., 1994;
REDDY et al., 1999; CORRADI et al., 2021). Essa bomba é eficaz na regulacéo
fina das concentracdes de Ca?* intracelular, transportando Ca?* para o meio
externo, mantendo o Ca?* citosélico em baixas concentracdes (SORIN et al.,
1997; DURR et al., 1998).

FIGURA 6. Modelo de transporte ibnico no eritrocito.
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Os eritrocitos apresentam uma grande gama de transportadores idnicos que incluem
transportadores passivos e transportadores ativos. As ATPases encontradas no eritrocito sdo: a
Ca?*-ATPase, Na*+K*-ATPase e a Na*-ATPase. Adaptado de Gallagher (2017).




21

Outras proteinas como os trocadores de Na*/Ca?* (NCX) e Na*/Ca?*/-
K(NCKX) utilizam o gradiente eletroquimico de Na*, por meio da membrana
plasmatica para trocar um ion Ca?* por trés fons de Na* ou cotransporte de um
Ca?* com um fon K* para fora da célula para quatro ions Na* na célula (GUERINI
et al., 2005). Esses trocadores com baixa afinidade e alta capacidade podem
realizar ajustes rapidos na concentracdo de Ca?* intracelular e, com isso,
complementar o transporte feito pela PMCA para liberacdo de calcio para fora
da célula (BRINI et al., 2011).

Alteracdes nas concentracdes Ca?* estdo relacionadas a uma gama
diversificada de doencas, como por exemplo, a insuficiéncia cardiaca
(MAKAREWICH et al.,, 2018). Havendo uma sobrecarga de Ca?" no meio
intracelular que ocorre em sua grande maioria através do trocador Na*/Ca?*, por
meio do acumulo de Na* intracelular, levando assim a uma lesédo miocérdica
(ZAID et al., 2002; PANDEY et al., 2013). Em musculo cardiaco, a atividade da
SERCA pode ser modulada por fosfolambam (PLB) e PKA. Quando se forma o
complexo PLB-SERCA, ocorre inibicio da mesma. Entretanto, com a
fosforilacdo de PLB por PKA, esse complexo se desfaz e SERCA é ativada
(MAKAREWICH et al., 2018; FISHER et al., 2021). A PKA tem o importante papel
de fosforilar a PLB, aumentando assim, a afinidade pelo Ca?* (REDDY et al.,
1999). A calmodulina quando associada ao Ca?*, possui a capacidade de auxiliar
em determinadas vias de fosforilagdo como no caso da CaMK. Quando a
calmodulina esta associada ao Ca?* se liga a CaMK e as proteinas autoinibitérias
ligadas a ela, se desligam permitindo que a CaMK se ative por autofosforilacédo
revertendo a inibicdo de PLB (DOBREYV et al., 2010).

O processo de transporte de uma Ca?*-ATPase é baseado no esquema
Albers-Post, ou seja, E1 (ligado a Ca?*) — E2 (sem de Ca?*) (POST et al., 1972),
sendo um modelo do ciclo catalitico de ATPases do tipo P (acoplam o transporte
de ions e a hidrolise de ATP) (VANDECAETSBEEK et al., 2009). Neste modelo,
a ATPase possui dois estados conformacionais, o Ei1 e E2, com distintas
afinidades para os ions transportados e com sitios de ligacdo dos ions para o
lado do citoplasma ou extracelular. No decorrer do ciclo de catalise, a ATPase

passa por reorganizacdes estruturais e transicdes entre os estados de Ei1 e E2
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para assim efetuar o transporte do ion (ANDERSON et al., 2015; 2016). O ciclo
se inicia na conformacao E1, com ativagdo enzimatica inicial pela ligacao do ion
Ca?* do citosol, seguido de sua autofosforilacdo com ATP, formando um estado
fosforilado de alta energia E1~P. Uma transicdo conformacional do estado Ei~P
para o intermediario de fosfoenzima de energia menor E2-P que favorece a
passagem de ions Ca?* através da membrana e sua liberacdo para o meio
extracelular com troca de protons. A desfosforilagdo da fosfoenzima E2-P é
seguida pela transferéncia de prétons para o lado citosélico, levando a transi¢cao
conformacional de E:2 para E1, completando o ciclo de catélise e de transporte
(FIGURA 7) (TOYOSHIMA et al., 2008; KREBS, 2022).

FIGURA 7. Ciclo catalitico da Ca2*-ATPase de membrana.
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O ciclo catalitico da Ca?*-ATPase de membrana se inicia na conformagéo E1, com a ligagdo do
ATP e Ca?*, ocorre a hidrolise do ATP e a enzima forma um estado fosforilado de alta energia
(E1~P), que favorece a saida de célcio para o meio extracelular. A partir dai é formado o estado

E2-P, de baixa energia e o Ca?* e o fosfato séo liberados (Retirado de Krebs, 2022).

1.6 - PKC: ESTRUTURA E FUNCAO

As proteinas kinase dependente de calcio (PKC) constituem uma familia
de serinal/treonina kinases dependentes de fosfolipideos que séo divididas em
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trés subfamilias com base em sua estrutura e ativacdo: convencionais ou
classicas (cPKCs; a, BI, Bll e y), noveis (NPKCs; 9, €, n e 8) e atipicas (aPKCs; (, 1 e A)
(FIGURA 8) (KAWANO et al., 2021). O grupo das cPKC sé&o ativadas por
diacilglicerol (DAG), que se liga no dominio C1 e por Ca?* que se liga no dominio
C2 (FIGURA 8). As isoformas do grupo das nPKC sao ativadas por DAG, de
forma semelhante as cPKCs, porém ndo dependem de Ca?* para serem
ativadas. O grupo das aPKCs ndo dependem de Ca?* ou DAG e podem ser
ativadas por lipidios como acido araquidénico, ceramida e fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (SINGH et al., 2017).

As PKCs séo proteinas kinases envolvidas em diversas funcdes celulares
gue controlam a transducédo de sinais, podem alterar a proliferacao celular,
diferenciacdo, sobrevivéncia, invasdo, migracdo e apoptose (SINGH et al.,
2021). A existéncia de uma PKC foi descrita pela primeira vez em 1977 por
INOUE e Colaboradores (INOUE et al., 1977). Eles verificaram que ocorria
fosforilagdo de histonas de cérebro de ratos na auséncia de AMPc (ativador da
PKA) e na presenca de Ca?*. Hoje esta bem estabelecido, como mencionado
anteriormente, que existem diferentes isoformas de PKCs e que sua ativacao
pode ocorrem de diferentes formas. Elas estdo envolvidas em diferentes vias de
sinalizagdo ativadas por diferentes horménios, dentre eles, estd a Ang Il (ROSSE
et al., 2010; RINGVOLD & KHALIL, 2017).

A atividade das diferentes isoformas de PKC podem ser alteradas por
diversos fatores, estes incluem modificacdo de fosforilacdo e ou interacdo com
outras proteinas (JAKEN & PARKER, 2000; ROSSE et al., 2010). Como pode
ser visto na Figura 8, as PKCs possuem grandes diferencgas estruturais em seus
dominios regulatorios, porém seus dominios cataliticos s&o bem conservados,
permitindo que a ativacdo das diferentes isoformas ocorra de forma especifica
(espacial ou temporalmente), permitindo assim uma ativagdo sincronizada em

locais diferentes no interior da célula (ROSSE et al., 2010).
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FIGURA 8. Estrutura e isoformas de PKC.
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O dominio regulatério de todas as PKCs inclui um dominio C1 com um motivo do
pseudosubstrato. Adicionalmente, cPKCs (classicas), nPKC (novel) e aPKCs (atipicas) tém um
dominio C2 que se liga ao Ca?*, um dominio semelhante a C2 que ndo pode se ligar a Ca?* e um
PBldominio na regido regulatéria, respectivamente. Os dominios C3 e C4 de todas as PKCs se
ligam ao ATP e ao substrato. Reproduzido de KAWANO et al., 2021.

Em vérias patologias e em diferentes tecidos, tanto a atividade quando a
guantidade de PKCs podem estar alteradas (SILVA et al., 2014; SINGH et al.,
2017). Assim, tornando as PKCs alvo de estudo, tanto para a aquisi¢éo de novos
biomarcadores quanto para desvendar e controlar mecanismos de patologias

como a obesidade e a hipertensao arterial.

As isoformas das diferentes familias de PKC podem variar em diferentes
células, no eritrocito sdo encontradas as isoformas 1, 4, a e { (GOVEKAR &
ZINGDE, 2001). Apesar de apresentar 4 isoformas, apenas a a se encontra tanto
no citosol quanto na membrana do eritrocito. Essa isoforma apresenta um papel
importante no controle da estabilidade do citoesqueleto do eritrocito, sendo
essencial para manter a estrutura desta célula (de OLIVEIRA et al., 2008). Além
disso, a PKC pode fosforilar a Ca?-ATPase de membrana de eritrécito,
promovendo o aumento de sua atividade (WANG et al., 1991).
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2 - OBJETIVO GERAL

Verificar possiveis alteracdes na atividade da Ca?*-ATPase e na
quantidade de PKCa nas membranas de eritrécitos de individuos obesos e com
sobrepeso e utilizar estes parametros como possiveis biomarcadores das

modificacdes metabdlicas geradas pela obesidade.

2.1 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Mensurar as variaveis antropométricas dos individuos eutréficos, com

sobrepeso e obesos;

- Determinar o perfil bioquimico dos individuos eutréficos, com sobrepeso e

obesos;

- Verificar a atividade da ATPase transportadora de Ca?* de eritrécitos de

individuos com sobrepeso, obesos e eutrdéficos;

- Comparar a quantidade de PKCas nas membranas de eritrocitos de individuos

eutroficos, com sobrepeso e obesos.
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3 - METODOLOGIA

3.1 - CASUISTICA

A amostra foi constituida por funcionarios e estudantes da Unigranrio,
classificados de acordo com o IMC em individuos eutréficos, com sobrepeso e
obesos. Estes individuos participaram de forma voluntaria e foram incluidos ou
ndo, de acordo com critérios de inclusdo e exclusdo (listados abaixo). Os
individuos selecionados foram informados sobre o projeto e concordaram em
participar do estudo. Todos assinaram 0 termo de consentimento livre e
esclarecido (todos os procedimentos realizados nesta dissertacdo foram
aprovados pelo Comité de Etica da Unigranrio - CAAE - 07963219.5.0000.5283).
Foram incluidos 40 individuos e distribuidos de acordo com o IMC (12 eutrdficos,

16 sobrepesos e 12 obesos).

Os Critérios de Incluséo para esse estudo foram: Individuos adultos de
18 a 50 anos de idade, sem distincdo de sexo e etnia; ser capaz de ler,

compreender e assinar o TCLE.

Foram excluidos os participantes que apresentavam: Hipertenséo
arterial, DM2, nefropatias, endocrinopatias, neoplasias, doencas
cardiovasculares, doencas autoimunes, doencas hematolégicas, doencas
psiquiatricas e intestinais; individuos que utilizavam farmacos que interferem no
peso corporal, no metabolismo de carboidratos e lipideos, hipotensores,

gestantes e lactantes e individuos que fazem uso de substéancias ilicitas.

3.2 — AVALIACAO ANTROPOMETRICA

O peso corporal dos individuos foi aferido em balanca antropométrica e
a altura medida em um estadidmetro. A partir destas medidas, foi calculado o

IMC para classificacdo e inclusdo nos respectivos grupos.
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A relagdo da circunferéncia da cintura (CC) com a do quadril (CQ) foi
calculado a partir das medidas realizadas com fita métrica metalica, graduada
em centimetros, com o individuo de pé. A CC e a CQ foram medidas,
respectivamente, no ponto médio entre a crista iliaca e o Ultimo arco costal e na

maior circunferéncia das nadegas.

3.3 - DETERMINACAO DA PRESSAO ARTERIAL (PA)

A PA foi aferida pelo método oscilométrico, utilizando um monitor
automéatico da marca OMRON, que possui manguitos adequados a
circunferéncia do braco dos voluntérios. Os registros foram realizados trés vezes
(com intervalos de 3 min), com os voluntarios sentados, ap6s 5 min de repouso.
Foram descartados valores que apresentaram diferencas acima de 10 mmHg na

PA sistolica e 5 mmHg na PA diastolica.

3.4 — COLETA DE SANGUE E ENSAIOS BIOQUIMICOS

Foram coletados 25 ml de sangue periférico apds 12h de jejum, para
realizacdo das analises bioquimicas (10 ml) e para obtencdo das membranas de

eritrocitos para medir a atividade da Ca?* ATPase (15 ml).

As andlises bioquimicas foram realizadas em parceria com o
LABORAFE (Laboratorio de Analises Clinicas da Unigranrio). Dentre as analises

bioguimicas foram avaliadas:

- Glicemia de Jejum: pelo método enzimatico, amostra coletada em tubos sem
anticoagulantes, centrifugadas imediatamente ap0s a coleta. Valores expressos
em mg/dL e baseados nos valores de referéncia fixados pela Sociedade
Brasileira de Diabetes (SBD, 2017), em que: normoglicemia < 99 mg/dL, pré-
diabetes: = 100, < 126 mg/dL diabetes estabelecido 2;
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- Insulina: determinada pelo método de quimioluminescéncia, valores expressos
em mcUI/mLI, os valores de referéncia para insulinemia ideal estéo entre: 1,90 a
23 mcuUl/mL,;

- Indice de resisténcia & insulina: determinado pela aplicacdo da férmula do
HOMA-IR (homeostasis model assessment- insulin resistance), em que a
resisténcia é determinada pelo produto da insulinemia (LU/mL) e pela glicemia
em jejum (mg/dL), dividido por 22,5. A RI é determinada pelo HOMA-IR = 2,71,
de acordo com o observado na amostra da populacdo brasileira de origem

multiétnica.

- Perfil lipidico: composto por colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-C) e
triglicerideos (TG), determinados pelo método enzimatico colorimétrico. O LDL —
colesterol (LDL-C) foi estimado pela formula de Friedwald. Os valores de
referéncia adotados foram baseados nas Novas Metas de Colesterol da Diretriz
de Dislipidemia da Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2017) para adultos
com idade > 20 anos, onde os valores de referéncia sdo: CT < 190 mg/dL, HDL-
¢ > 40 mg/dL, triglicerideos < 150 mg/dL. Os valores do LDL colesterol variam
de acordo com o risco cardiovascular estimado, em que: < 130 mg/dL risco baixo,
< 100 mg/dL risco intermediario, < 70 mg/dL risco alto, < 50 mg/dL risco muito

alto.

3.5 - OBTENCAO DAS MEMBRANAS DE ERITROCITOS E DETERMINACAO
DA ATIVIDADE DA Ca?*-ATPase

As membranas de eritrécitos para o estudo da atividade da Ca*2-ATPase
e comparacao das quantidades de PKC foram obtidas como descrito por Namazi
et al., (2015). Foram coletados 15 ml de sangue periférico em tubos contendo
EDTA e centrifugados em centrifuga clinica por 10 min a 2500 x g, para separar
as ceélulas sanguineas do plasma. ApOs separar os eritrocitos, eles foram
hemolisados em uma solugéo contendo 10 mM de TrisHCl e 1 mM de EDTA (pH
7,4). ApOs a hemolise dos eritrocitos, as membranas foram precipitadas com

uma centrifugacdo a 12.000 x g por 30 min. Depois de precipitadas, as
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membranas foram lavadas 3 vezes em uma solugéao contendo TrisHCI (10 mM,
pH 7,4) para retida a hemoglobina. Apés a ultima centrifugacédo, as membranas
foram resuspendidas em 1 ml de sacarose (250 mM) e armazenadas em freezer
a -80°C. A concentracdo de proteinas contidas nas membranas foi medida a
partir do método de Lowry (1951).

A atividade da Ca?*-ATPase foi mensurada a partir da quantificacéo do
fosfato inorgéanico liberado ap6s a hidrolise do ATP (SILVA et al., 2014). A reacgéo
foi iniciada com a adicdo de 5 mM de ATP e ocorreu em meio contendo: HEPES-
Tris (50 mM, pH 7.0), EDTA (200 uM), MgCI2 (5 mM), NaCl (120 mM), ouabaina
(2 mM). A atividade foi calculada a partir do delta entre a atividade na presenca
de 200 uM de calcio livre (calculado a partir do programa Mcalc) e na presenca
de 2 mM de EGTA (quelante de Ca?*, essa quantidade é suficiente para quelar
todo célcio livre). Apds 60 min, a reacao de hidrélise do ATP foi parada pela

adicéo de uma solucdo contendo carvéo ativado e HCI (0,1 M).

3.6 - ELETROFORESE E IMUNODETECCAO

Para comparar a propor¢cao de PKCas entre as membranas de eritrocitos
dos individuos dos diferentes grupos, as proteinas foram separadas por peso
molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com SDS, sendo
colocado em cada poco 100 pg de proteina total. Apos a separacdo das
proteinas por peso molecular no gel, as mesmas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. Essa membrana ficou imersa, durante 1 h, em leite
desnatado (5 % em TBSt). Essa incubacao é realizada para bloquear ligacdes
inespecificas do anticorpo primario (anticorpo policlonal - PKCa (H-7), nimero
de catalogo sc-8393 (Santa Cruz Biotechnology)) com outras sequencias de
aminoacidos semelhantes em outras proteinas. Em seguida, a membrana foi
incubada por 1 h com anticorpo primario (PKCa) em diluicdo de 1:500 e apos, foi
lavada com TBSt (3 vezes por 5 min) e incubada com o anticorpo secundario
(anti-Rabbit - nimero de catalogo: #31460 (Thermo Fisher Scientific)) (1:2500)
por 1 h. Em uma camara escura, a membrana foi incubada com ECL (substrato
para a peroxidase acoplada ao anticorpo secundario), levando a producdo de

guimioluminescéncia nos locais onde estdo localizados o anticorpo para PKCa.
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Em contato o filme (Amersham Hyperfilm ECL — nimero de catalogo: 28906837),
no local onde o anticorpo se localiza, ocorre a formacéo de uma banda escura,
com intensidade dependente da quantidade de proteina. As bandas formadas,

foram quantificadas a partir do Software ImageJ (verséao 1.8.0).

3.7 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos e experimentais obtidos foram analisados com auxilio
do pacote estatistico IBM-SPSS (versao 22, IBM Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).
As diferencas entre os grupos foram testadas utilizando o teste de Kruskal-
Walllis. Para verificar a correlagdo entre as atividades da Ca*?>-ATPase e as
variaveis que caracterizam a obesidade e suas comorbidades, foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Spearman. Foram consideradas significativas, as
diferencas que apresentassem p < 0,05. Os resultados s&o mostrados como

média + erro padrao.
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4 — RESULTADOS

A amostra do presente trabalho foi composta por 40 individuos, que
foram classificados como eutroficos (n = 12), sobrepesos (n = 16) e obesos (n =
12) de acordo com o IMC. Na Tabela 1, sdo mostrados o0s parametros
antropométricos e as médias das afericbes da pressao arterial. Podemos
verificar nesta tabela, que néo existem diferencas significativas na PA sistélica
(controle = 114,4 + 3,6; sobrepeso = 112,8 + 1,6; obeso = 122,2 £ 4,0 mmHg) e
diastélica (controle = 72,3 + 3,5; sobrepeso = 72,1 + 2,0; obeso = 77,0 + 1,6
mmHg) entre os grupos. Na Tabela 2, sdo mostrados os dados bioquimicos,
obtidos a partir do plasma dos individuos que foram distribuidos nos trés grupos.
Podemos verificar nesta tabela, que os individuos obesos apresentaram um
aumento significativo da insulina em relacao aos individuos eutroficos (controle
=9,4 £ 4,4; sobrepeso = 11,9 + 2,3; obeso = 17,6 + 2,7 mcU/mL), como também,
uma reducao do HDL colesterol no grupo obeso em relacdo aos grupos eutrofico
e sobrepeso (controle = 60,9 * 4,3; sobrepeso = 54,9 + 3,4; obeso =44,0+ 2,5
mg/dL).

Na Figura 9, podemos observar uma diminuicdo da atividade Ca?*-
ATP&sica no grupo obeso em relacdo aos grupos eutréfico e sobrepeso
(eutréficos= 28,8 * 4,6; sobrepesos= 14,6 + 2,2; obeso= 8,7 £ 1,9 nmol Pi x mg
1 x h1). Estes resultados mostram que a atividade da Ca?*-ATPasica reduz a
partir do aumento do IMC. Esta afirmacdo é comprovada na Figura 10, onde
podemos observar uma forte correlacdo negativa entre o IMC e a atividade da Ca?*-

ATPase, pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (r = - 0,60). Enquanto na Figura 11,

se vé uma correlacéo leve entre a RCQ e a atividade da Ca?*-ATPase (r = - 0,16).

Tabela 1. Dados demogréficos e clinicos.

Controle Sobrepeso Obeso
n 12 16 12
Sexo F/M 10/2 11/5 7/5

Peso corporal (kg) 58,9 + 3,52 ASEY A 126,5+17,0¢
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Estatura (m) 1,65 + 0,022 1,68 £ 0,022 1,74 £ 0,03°
Idade 23+1 26 £2 28+5
IMC (kg/m?) 21,3+0,82 27,4 +£0,4° 39,7+ 4.4°
Relacdo cintura/quadril | 0,77 + 0,022 0,79 + 0,022 0,98 + 0,04
(cm/cm)

PA sistolica (mm Hg) 114,4 + 3,62 112,8 +1,62 122,2 + 4,02
PA diastélica (mm Hg) | 72,3+ 3,5? 72,1+ 2,0 77,0+ 1,6

Dados demogréficos e clinicos dos grupos controle, sobrepeso e obeso. Os resultados sao

mostrados como média e desvio padrdo. As Letras diferentes representam diferencga significativa

em relacdo aos outros grupos (p < 0,05).

Tabela 2. Dados bioquimicos.

Controle Sobrepeso Obeso

N 12 16 12
Glicose (mg/dL) 96,7+5,22 96,1+ 1,32 91,8+ 2,72
Insulina (mcU/mL) 9,4+4,42 11,9+ 2,33 17,6 +2,7°
HOMA-IR 2,11+ 0,362 2,80 £ 0,542 3,80 £ 0,52°
TG (mg/dL) 93,4 + 13,52 89,4 + 9,22 141,2 + 20,52
CT (mg/dL) 190,1+£11,12 | 202,8 £16,02 2125+12,72
HDL (mg/dL) 60,9 + 4,32 54,9 + 3,42 44,0 + 2,5
LDL (mg/dL) 110,6 £10,12 | 130,0+16,02 140,3 + 11,62
Na*Plasmatico (mEq/L) 139,9+ 0,32 141,1 £ 0,92 140,5+1,08
K* Plasmatico (mEq/L) 4,4 +0,12 4,4 +0,23 4,5+ 0,12

Dados bioquimicos dos grupos controle, sobrepeso e obeso. Foram mensurados a glicose

sanguinea, insulina, triglicerideos (TG), colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade

(HDL), sodio plasmatico. A partir do colesterol total e do HDL, foi calculado a lipoproteina de

baixa densidade. Com os resultados da mensuracéo de glicemia e insulinemia foi calculado o

HOMA-IR (Modelo de Avaliagdo da Homeostase). Os resultados sdo mostrados como média e
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desvio padrdo. As Letras diferentes representam diferenca significativa em relagédo aos outros

grupos (p < 0,05).

Figura 9: Atividade da Ca?*-ATPase em membranas de eritrécitos de

individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos.
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Os resultados sdo mostrados como média + erro padrdo (n = 12-16). Os valores de p sdo

mostrados na figura e considerados significativos quando menores que 0,05.

Figura 10: Correlacdo entre a atividade da Ca?*-ATPase de membranas de

eritrécitos e o IMC.
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A correlacao foi dada a partir do célculo do coeficiente de correlagdo de Pearson (n = 40).

Figura 11: Correlacéo entre a atividade da Ca?* -ATPase de membranas de

eritrocitos com o RCQ.
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A correlacao foi dada a partir do célculo do coeficiente de correlagéo de Pearson (n = 40).

Os resultados mostrados na Figura 12 apresentam os imunoblottings
para PKCa (A) e suas quantificagcdes (B). No painel A, podemos identificar um
aumento da quantidade de PKCa nos grupos obeso e sobrepeso em relacdo ao
grupo eutrofico. A Figura 12B mostra a quantificacdo das imunodeteccfes de
PKCa, mostrando um aumento de aproximadamente 6 vezes do grupo obeso

em relacdo ao controle (n = 3).
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Figura 12: Aumento do niumero de copias de PKCa na obesidade e sobrepeso.
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O Painel A, mostra uma imunodeteccao da PKCa, representativa da média dos experimentos. A
B-actina foi utilizada como controle de carregamento para quantificacdo das imunodetecctes
(Painel B). Os resultados s&o mostrados como média = erro padréo (n = 3) (Painel B). Os valores

de p sdo mostrados no gréfico e considerados significativos quando menores que 0,05.
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5 — DISCUSSAO

Nos dias atuais, a obesidade se tornou uma pandemia, resultando em
gastos exorbitantes pelos sistemas de saude publica (BAHIA et al., 2012; HALL
et al., 2019; WHO 2022). Esses gastos sdo aumentados exponencialmente
quando contabilizamos os tratamentos para as comorbidades atreladas a
obesidade (BAHIA et al.,, 2012). As principais comorbidades sdo a DM2,
hipertensao arterial, doencas cardiovasculares e renais (HALL et al., 2020).

Este trabalho teve como principal objetivo encontrar modificacdes na
atividade da Ca?*-ATPase e na quantidade de PKCa em membranas de
eritrocitos de individuos com sobrepeso e obesidade. Estes parametros seriam
importantes alvos a serem investigados para descoberta de novos
biomarcadores, pois com as modificacdes hormonais e metabdlicas geradas
pelo sobrepeso e a obesidade, ocorrem mudancas no controle hidroeletrolitico
sistémico e consequentemente no eritrocito. Por isso, detectar modificagdes nos
estagios iniciais da obesidade e suas comorbidades associadas, como a
hipertenséo arterial, sdo de extrema importancia para realizacdo de tratamento

preventivo e controle da doenca (CHOE et al., 2016).

Para classificar os individuos que participaram do estudo, em relacdo ao
peso corporal, foi utilizado o IMC. Entretanto, essa medida ndo mostra a
localizac&o especifica de uma possivel acumulacdo do tecido adiposo e esse €
um fator de extrema importancia, pois o acumulo deste tecido na regido
abdominal € um dos maiores indicativos para as modificacbes deletérias
causadas pela obesidade e suas comorbidades (FARB & GOKCE, 2015). Estes
fatores nos levaram a utilizar como método complementar o RCQ, pois é uma
medida que expressa com maior confiabilidade a adiposidade na regido
abdominal, que indica o acumulo de gordura visceral. Valores elevados de RCQ
estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e outras comorbidades (VALDEZ, 1991; MICHEL et al., 2023).
Na Tabela 1, podemos verificar que os individuos obesos apresentaram um
aumento significativo na RCQ em relacao ao grupo eutrofico (Eutroficos = 0,77
+ 0,02; Obesos 0,98 £+ 0,04 cm/cm). Em homens, este indice acima de 0,90 e

mulheres acima de 0,85 cm indica um alto risco de complicagfes metabdlicas e
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doencas cardiovasculares (WHO, 2008). Os resultados mostram tanto um
aumento do IMC quando RCQ, indicando que os individuos do grupo de obesos

apresentam risco metabolico e cardiovascular aumentados.

Uma das comorbidades mais vistas na obesidade € a hipertenséo
arterial, no Brasil, ela atinge em torno de 55% dos obesos. Quando separamos
estes dados por idade, verificamos que os percentuais sdo bem diferentes, os
jovens com idade entre 18 e 24 anos, atingem um percentual de
aproximadamente 30%, enquanto os idosos (com 65 ou mais anos) apresentam
um percentual de aproximadamente 60% (VIGITEL, 2019). Os componentes
principais da obesidade que levam ao desenvolvimento da hipertensédo arterial
sdo 0 aumento da atividade simpética e da ativacdo do SRAA, pois levam ao
aumento da reabsorcao renal de sédio e aumento da contratilidade dos vasos
(JIANG et al., 2016). Apesar da grande probabilidade do desenvolvimento de
hipertenséo arterial, os individuos obesos e com sobrepeso ndo apresentaram
aumento significativo da pressao arterial em relacdo aos individuos estréficos
(Tabela 1), este fato indicaria uma fase inicial da doenca, onde suas
comorbidades ainda ndo se desenvolveram totalmente, visto que a idade
avancada é outro fator chave para o desenvolvimento da hipertenséo arterial
(OLIVEROS et al., 2020).

Mesmo nédo apresentando alteracdes na pressao arterial, os individuos
obesos e com sobrepeso apresentam alteragcbes metabdlicas e hormonais
importantes. Na Tabela 2, podemos observar que os individuos obesos
apresentaram reducdo de HDL-c, aumento das concentracdes de insulina, que
se reflete no aumento significativo do HOMA-IR. Estas modificagcdes sao
marcadores importantes para inferir o possivel desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, sindrome metabdlica ou diabetes tipo 2 (ZORENA et al.,
2020).

O aumento do HOMA-IR e a hiperinsulinemia, sédo os indicativos iniciais
da falta de sensibilidade a insulina. Esta condicdo, tem como principal
consequéncia o aumento da concentracao de insulina para compensar a falta de
sua sensibilidade. Os mecanismos gque levam a falta de sensibilidade a insulina

ainda n&o foram totalmente esclarecidos, mas podemos relacionar por exemplo,
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a reducdo da oxidacdo de lipidios, de glicose e aumento da secrecdo de
adipocinas pré-inflamatérias (como a leptina) (ORMAZABAL et al., 2018).

Como mencionado anteriormente, o SRAA é um importante sistema
modulador do equilibrio hidroeletrolitico e da pressdo arterial e um de seus
componentes mais importantes € a Ang Il. Apesar de haverem varios peptideos
bioativos neste sistema, a Ang Il, quando tem sua producdo exacerbada,
apresenta um papel de destaque na geracdo de varias patologias, como a
hipertensao arterial, cardiorremodelamento e doenca renal crénica (Forrester et
al., 2018). Outro fator importante € o desbalanco entre os receptores de Ang Il,
na obesidade e hipertensao arterial, em érgdos como rim e coracdo, na maioria
dos trabalhos, é mostrado um aumento da quantidade de receptores ATi e
reducdo de AT (FORRESTER et al.,, 2018; HALL et al., 2019; BHULLAR &
DHALLA, 2022). Com isso, ocorrerd o aumento da pressao arterial, aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio, aumento da inflamacédo e
remodelamento tecidual. Classicamente, a principal via ligada ao ATiR € a da
PKC, esse achado é evidenciado principalmente em coracéo e rim (SILVA et al.,
2014). Nos eritrocitos, as isoformas de PKC encontradas sdo a a e ¢, porém,
apenas a isoforma a encontra-se na membrana ou é translocada para ela a partir
de sua ativacao por diacilglicerol (DAG) e Ca?* (GOVEKAR & ZINGDE, 2001). A
PKC pode modular a atividade da Ca?*-ATPase como também aumentar a
estabilizacdo entre citoesqueleto e a membrana do eritrécito (de OLIVEIRA et
al., 2008).

Com o aumento do IMC, ocorreu uma diminuicdo gradativa da atividade
da Ca?*-ATPase (FIGURA 8), essa diminuicdo vai causar, conseguentemente, o
aumento das concentracdes intracelulares de Ca?*. Esse ion, € uma molécula
de sinalizacao universal envolvida na regulacdo do ciclo celular, metabolismo,
integridade estrutural, motilidade e volume do eritrocito (BOGDANOVA et al.,
2013). Como outras células, os eritrécitos contam com sinalizagdo dependente
de Ca?* para sua diferenciacdo. Os niveis intracelulares de Ca?* nos eritrécitos
circulantes participam nao apenas do controle de propriedades biofisicas, como
da composicéo lipidica da membrana, volume e propriedades reoldgicas, mas

também parametros fisioldgicos, como atividade metabdlica, estado redox e
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depuracédo celular (BERRIDGE et al., 2000). A Permeabilidade basal do Ca?* é
extremamente baixa na membrana dos eritrécitos humanos e a Ca?*-ATPase é
a principal moduladora de seus niveis intracelulares, mantendo seus niveis
baixos no interior da célula (30 e 60 nM), enquanto no que no meio extracelular
0s niveis sdo de aproximadamente 1,8 mM. Entdo, a ativacdo da captacao de
Ca?* e reducgdo em sua extrusdo tem um grande impacto em mudltiplos processos,
tornando o Ca?* um regulador de maxima importancia nos eritrécitos
(BOGDANOVA et al., 2013). Com o mau funcionamento dos transportadores de
Ca?* e consequente acimulo Ca?* intracelular, pode entre varias modificacdes,
promover a morte prematura da célula (REPSOLD & JOUBERT, 2018).

Estes resultados contribuem para o entendimento das modificacdes
bioguimicas causadas pela obesidade e o sobrepeso nos eritrécitos. Entretanto,
alguns experimentos devem ser realizados para esclarecer alguns pontos. O
primeiro seria a realizacdo de estudos funcionais de receptores AT1 e ATz, com
a utilizacdo de antagonistas. Segundo ponto, mensuracédo da atividade da PKC
e mensuracdo da atividade da Ca?*-ATPase na presenca do inibidor de PKCa.
E o terceiro ponto seriam estudos funcionais dos eritrécitos dos individuos

obesos e com sobrepeso com estresse osmatico.
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6 — CONCLUSOES

A partir dos resultados, pode-se concluir que as altera¢cdes metabdlicas
e hormonais geradas pela obesidade e o sobrepeso modulam negativamente a
atividade da Ca?*-ATPase. O aumento da quantidade de PKCa pode estar
relacionados a um possivel aumento das concentracdes de Ca?* intracelular.
Outros experimentos envolvendo os componentes do SRAA e suas vias de
sinalizacao intracelulares devem ser realizados para um melhor entendimento
da modulagdo da Ca?*-ATPase na obesidade. Possivelmente as alteracdes na
atividade da Ca?*-ATPase em eritrécitos, em conjunto com os parametros
antropomeétricos, podem ser utilizadas como biomarcadores da obesidade e suas

comorbidades.
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ANEXO |

@ uniIGRANRIO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Comité de Etica em Pesquisa

(De acordo com as normas da Resolucdo n° 466, do Conselho Nacional de Saude de
12/12/2012)

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliagcdo dos
Transportadores Ativos Primérios de Sodio e Calcio e Conteudo de Sodio Intra-
eritrocitario em Pacientes Hipertensos, Obesos e Obesos Hipertensos”. Vocé foi
selecionado por ordem de chegada e sua participacdo ndo é obrigatoria. A qualquer
momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao
trara nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou com a instituicdo
(Unigranrio). Os objetivos deste estudo s&o estudar as associa¢des entre as medidas
antropomeétricas, sua massa corporal (peso), pressao arterial, contetdo de sédio intra-
eritrocitario e a atividade dos transportadores ativos primarios de sodio localizados no
eritrocito.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em responder a um questionario
sobre dados pessoais e de saude geral, fornecer amostras de sangue, ser pesado e
medido (altura e circunferéncia da cintura e do quadril). Os riscos relacionados com sua
participacao sédo minimos. O principal beneficio relacionado com a sua participagéo é o
melhor conhecimento de sua saude no geral.

As informacBes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e
asseguramos o sigilo sobre sua participacdo. Os dados nédo serédo divulgados de forma
a possibilitar sua identificacdo. Os resultados de seus exames serdo confidencias, ou
seja, somente 0 pesquisador terd acesso a suas informacdes e serdo utilizados somente
para o presente estudo. Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
ficard com o senhor (a), podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacao,
agora ou a qualquer momento com os pesquisadores responsaveis Paulo André da Silva

no telefone (21) 26727776 ou no e-mail paulo.silva@unigranrio.edu.br.

Pesquisador Responsavel: Paulo André da Silva

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa
e concordo em participar.


mailto:paulo.silva@unigranrio.edu.br
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O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José de Souza
Herdy, 1160 - CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733 — ENDERECO
ELETRONICO: cep@unigranrio.com.br

Duque de Caxias, de de 20

Sujeito da pesquisa


mailto:cep@unigranrio.com.br
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ANEXO Il

VERSIDADE BIOTRANS
Programa de Pés -Graduagao em
u N I G RAN RI o Biomedicina Translacional
Mestrado e Doutorado

@ UNIGRANRIO MIO PIPUEZO

PROJETO DE PESQUISA - FICHA DE ANAMNESE

Nome: Data de Nascimento:
[

Endereco:

Telefone: Estado civil: Profissao:

Questionario sociodemografico
Suacorouragaé:( )1-Branca ( )2-Preta( )3-Amarela( )4-Parda( )5 - Indigena

Sua renda familiar é: () 1. Menor de 1 salario minimo () 2. de 1 salario minimo ()3.del1a?2
salarios minimos () 4. de 2 a 3 salarios minimos () 5. mais de 3 salarios minimos

Nivel de escolaridade: Sabe ler e escrever? ( ) Sim () Nao Qual é o curso mais elevado
que cursou, no qual concluiu pelo menos uma série?

Questionario Médico

1. Nome do seu médico: Telefone:

2. Data do ultimo exame médico:

3- Vocé j& foi hospitalizado? ( )sim ( )n&do ( )ndo sei

4- Em caso de resposta positiva, qual o motivo?

5- Vocé esta sob cuidados médicos? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

6- Em caso de resposta positiva, qual o motivo?
7- Vocé tem ou ja teve alguma das seguintes condicdes:

8- Doencas congénitas do coracdo? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

9- Doengas cardiacas (ex.: infarto, angina, derrame, pressao alta, pressao baixa?).

( )sim ( )ndo ( )n&osei

10- Respiracgéao dificil quando deitado ou sem fazer esforco? ( )sim ( )ndo ( )n&osei

11- Inchaco nos pés ou tornozelos? ( )sim ( )ndo ( )ndosei
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12- Dor, pressdo ou mal estar no peito? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei
13-Febrereumatica? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

14-Endocardite bacteriana? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

15-Sopro no coragdo? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

16- Desmaios, convulsdes ou epilepsia? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

17- Dor de cabeca ( 2 ou mais vezes por semana)? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei
18- Tratamento nervoso? ( )sim ( )ndo ( ) néo sei

19- Problemas pulmonares? ( ex.: tuberculose , asma, enfisema, bronquite ?

( )sim ( )ndo ( )nao sei

20- Hepatite, doencas hepéticas, ictericia? ( )sim ( )ndo ( ) n&o sei
21-Doencas sexualmente transmissiveis (ex.: sifilis, gonorreia, AIDS)?

( )sim ( )ndo ( )nao sei

22- Artrite ou dores articulares? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

23- Diabetes?( )sim ( )ndo ( )n&o sei

24- Demora na cicatrizacdo dos ferimentos? ( )sim ( )ndo ( )ndo sei
25- Vocé urina mais de seisvezes pordia?( )sim ( )nédo ( )ndao sei
26- Vocé sente sede a maior parte dotempo? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

27- Problemas sanguineos (ex.: anemia, fragilidade capilar, coagulacéo, sangramento, hemoptise, melena,
hematémese, hematuria, epistaxes)? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

28- Ulceras ou outros problemas estomacais? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

29- Reacao alérgica a: anestésicos, antibidticos (ex.: penicilina, tetraciclina), sulfa, analgésicos, anti-
inflamatérios, tranquilizantes, outros (ex.: alimentos, iodo, poeira)? ( )sim ( )ndo ( )ndo sei

30- Vocé ja sofreu transfusdo sanguinea? ( )sim ( )ndo ( )n&ao sei

31- Vocé esta tomando algum medicamento (listar nas observagdes)? ( )sim ( )ndo ( )nao sei
32- Vocé teve um aumento ou diminuicdo acentuada do peso? (  )sim ( )ndo ( )ndao sei

33- Vocé teve uma variagcdo recente no apetite? ( )sim ( )ndo ( )néao sei

34- Vocé faz algum tipo de dieta ou restricdo alimentar? ( )sim ( )n&do ( )ndo sei

35- Vocé sofreu tratamento com raios x, radio ou cobalto? ( )sim ( )ndo ( )ndosei

36 -Histérico de cancer na familia? ( )sim ( ) ndo ( )n&o sei

37- Em caso de resposta positiva, qual tipo de cancer?
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38- Vocé pratica atividade fisica? ( )sim ( ) ndo

39 - Em caso de resposta positiva, qual tipo de atividade e quantas vezes por semana?

Somente para mulher

40- Vocé ja passou pela menopausa? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei
41- Vocé esta tomando algum horménio? ( )sim ( )ndo ( )n&ao sei

Observacoes :

Assinatura Data

Exame Fisico

Pressao Arterial

12 medida : PAS
PAD

22 medida : PAS PAD

32 medida : PAS PAD

Peso:

Altura:

IMC:

( ) Eutrofico () Sobrepeso ( ) Obeso | ( )Obeso Il ( ) Obeso lll

Circunferéncia de Cintura:
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Circunferencia de Quadril:

Relacao Cintura — Quadril:
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