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RESUMO

Atualmente, a obesidade e o sobrepeso constituem um dos maiores problemas de
saude publica no mundo, atingido um total de 1,9 bilhdes de individuos, dos quais 650
milhn6es sdo obesos. A obesidade esta atrelada ao aparecimento de varias
comorbidades dentre elas podemos citar a hipertensédo arterial e a diabetes mellitus.
Os principais mecanismos relacionados a hipertensdo associada a obesidade sao o
aumento da atividade do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) e o
aumento da atividade simpética. Os eritrocitos sao células altamente sensiveis as
modificacdes das concentracdes sanguineas de sodio e potassio, que por sua vez sao
mantidas pelos transportadores destes cations. O objetivo do trabalho é avaliar a
atividade dos transportadores ativos primarios de Na* (Na*-ATPase e Na*+K*-
ATPase) e os componentes SRAA nas membranas de eritrécitos de individuos obesos
e com sobrepeso, com o intuito de utilizar estes parametros como biomarcadores de
hipertensdo arterial associado a obesidade. Os grupos foram formados por
funcionarios e estudantes da Unigranrio, que foram classificados, de acordo com o
indice de massa corporal (IMC). A populacédo do estudo foi formada 34 individuos,
classificados pelo IMC e divididos em seus respectivos grupos. A determinagédo da
atividade dos transportadores ativos primarios de sédio (Na*-ATPase e a Na*+K*-
ATPase) localizadas nas membranas dos eritrécitos foram mensuradas a partir da
guantificacao do fosfato inorgéanico liberado pela hidrélise do ATP. A quantidade de
proteinas que compbe o SRAA foi mensurada a partir de eletroforese e
imunodeteccdo. Como resultados, verificamos que existe uma reducéo significativa
da atividade das ATPases transportadoras de Na* (Na*+K*-ATPase e Na*-ATPase)
localizadas nas membranas dos eritrécitos dos individuos obesos e com sobrepeso
em comparagcdo com a dos eutroficos. Em relacdo aos componentes do SRAA,
verificamos que ocorre um aumento do nimero de cépias de receptores ATz, de PKCa
e de PKA. Podemos concluir que a atividade Na*+K*-ATPasica e Na*-ATPasica
seriam importantes biomarcadores para as modificacbes ocorridas na obesidade e
experimentos complementares devem ser realizados para esclarecer as modificagdes

no SRAA dos individuos obesos.

Palavras-Chave: Obesidade, hipertensdo arterial, transportadores ativos

primarios de Na*, eritrécitos, Sistema Renina Angiotensina Aldosterona.



ABSTRACT

Obesity and overweight constitute one of the biggest public health problems in the
world, affecting a total of 1,9 billion individuals, of which 650 million are obese. Obesity
Is linked to the appearance of several comorbidities among them we can mention
hypertension and diabetes mellitus. The main mechanisms related to obesity-
associated hypertension are increased activity of the Renin Angiotensin Aldosterone
System (RAAS) and increased sympathetic activity. Erythrocytes are highly sensitive
cells to changes in blood sodium and potassium concentrations, which in turn are
maintained by the transporters of these cations. The objective of this work is to
evaluate the activity of primary Na* transporters (Na*-ATPase and Na*+K*-ATPase)
and RAAS components in the erythrocyte membranes of obese and overweight
individuals, in order to use these parameters as biomarkers. of arterial hypertension
associated with obesity. The groups were formed by Unigranrio employees and
students, who were classified according to their body mass index (BMI). The study
population consisted of 34 individuals, classified by BMI and divided into their
respective groups. The determination of the activity of primary active sodium
transporters (Na*-ATPase and Na*+K*-ATPase) located in erythrocyte membranes
were measured from the quantification of inorganic phosphate released by ATP
hydrolysis. The number of proteins that make up the RAAS was measured by
electrophoresis and immunodetection. As a result, we found that there is a significant
reduction in the sodium ATPase activity (Na*+K*-ATPase and Na*-ATPase) located in
the erythrocyte membranes of obese and overweight individuals compared to
eutrophic individuals. Regarding the RAAS components, we verified that there is an
increase in the number of AT:1R, PKCa and PKA. We can conclude that Na*+K*-
ATPase and Na*-ATPase activity would be important biomarkers for changes in
obesity and complementary experiments should be performed to clarify the changes
in the RAAS of obese individuals.

Keywords: Obesity, hypertension, Na*+K*-ATPase, Na*-ATPase erythrocytes,

Renin Angiotensin Aldosterone System.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a obesidade e o sobrepeso constituem um dos maiores problemas de
saude publica no mundo, atingido um total de 1,9 bilhdes de individuos, dos quais 650
milhdes sdo obesos (WHO, 2016). No Brasil, esse aumento significativo ocorreu de
forma similar com o passar das décadas, nos ultimos 20 anos, a proporcédo de obesos
passou de 12,2 para 26,8% (ABESO, 2019).

A obesidade esta atrelada a diversas outras patologias, como diabetes mellitus,
diversos tipos de céancer, desordens musculoesqueléticas e doencas cardiacas,
hipertensdo arterial, dentre outras (WHO, 2021; BHASKARAN et al., 2018). Esta
caracteristica torna a obesidade uma patologia que gera grandes custos ao Sistema
Unico de Saude (SUS). De acordo com Nilson e colaboradores (2019), os gastos
nacionais com obesidade, hipertensédo arterial e diabetes mellitus, sédo de 3,45 bilhdes
de reais.

Como mencionado anteriormente, a obesidade e o sobrepeso, estdo intimamente
associados a hipertensao arterial. Nos Estados Unidos, um terco dos obesos séo
hipertensos, em comparacao a menos de um quinto da populacéo eutréfica (SAYDAH
et al., 2014). Uma das principais causas do aumento da prevaléncia de hipertensao
arterial ocorrida nos ultimos anos, se deve ao aumento significativo de individuos com
sobrepeso e obesidade, que triplicou nos ultimos 40 anos (WHO, 2016).

A associacdo entre obesidade e hipertensdo arterial ocorre a partir do aumento
significativo do tecido adiposo, que levara a um aumento concomitantemente da
liberacdo de leptina. Uma das func¢des desta adipocina é o controle do metabolismo,
gerando saciedade e aumentando a atividade simpética e consequentemente,
aumento da atividade do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) (HALL et
al., 2019). Este sistema, exerce varias fun¢des no organismo, dentre elas podemos
destacar o controle hidroeletrolitico, controle da presséao arterial, a contratilidade dos
vasos sanguineos e aumento da reabsorcdo de Na* renal (Campbell., 2014).

O SRAA é formado por diferentes tipos de receptores e diferentes peptideos que
ligados a seus receptores, vao promover diversas fun¢cées em diferentes tecidos, de
acordo com o peptideo, o receptor e o tecido que se encontram (PATEL et al., 2017).
Dentre os peptideos do SRAA, podemos destacar a Angiotensina Il (Ang Il), principal

peptideo deste sistema, pode promover varios efeitos em diferentes tecidos.
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Entretanto, alguns de suas principais fun¢des sao o aumento da reabsorcao renal de
Na* e do aumento da contratilidade do musculo liso de vasos, e na obesidade a Ang
Il encontra-se aumentada (HALL et al., 2019). Outro hormdnio deste sistema que
encontra-se aumentado na obesidade é a aldosterona, este horménio apresenta tanto
efeitos génicos quanto efeitos rapidos na ativacdo de vias intracelulares que vao
culminar com o0 aumento da reabsorcdo de Na* em todo néfron. Estas alteracdes
ocorrem pelo aumento do nimero de copias e da ativacao por fosforilacdo de Na*+K*-
ATPase (LOU et al., 2016; SILVERTHORN, 2017).

Atualmente, estao sendo utilizados ou buscados biomarcadores para identificacdo
de diferentes patologias em seus possiveis diversos estagios. Onde, doencas cronicas
podem ser identificadas precocemente e seus efeitos deletérios prevenidos. No caso
da hipertenséo arterial associada a obesidade, o SRAA local, est4 alterado em varios
orgados como rim e coracéo, levando a diversas modifica¢des sistémicas (SILVA et al.,
2014%; LUZES et al., 2020).

Os eritrocitos séo células altamente sensiveis a modificacfes nas concentracdes
de Na* plasmatico e sdo de facil acesso. Estas caracteristicas nos levam a utilizar esta
célula. Varios pesquisadores buscam uma correlacdo entre as modificagcbes no
transporte de Na* nos eritrdcitos e diversas comorbidades como a hipertenséao arterial,
doencas cardiovasculares e obesidade (GOLIK et al., 1996; TOSUKHOWONG et al.,
1996; ZIOBRO, et al., 2013; TRINDADE, 2020). Vérios estudos mostraram
anormalidades no transporte de sédio em eritrocitos de individuos hipertensos e
obesos (YOON et al., 1986; CANESSA et al., 1993; GOLIK et al., 1996). Entretanto,
os resultados encontrados na literatura ndo mostram a atividade da Na+-ATPase
(insensivel a ouabaina) em membranas de eritrécitos na hipertensdo associada a
obesidade, como também, ndo correlacionam a atividade destas ATPases com

componentes da via de sinalizagao intracelular do SRAA.

1.1 OBESIDADE NO MUNDO E NO BRASIL

A obesidade é uma doencga crénica ndo transmissivel (DCNT), caracterizada pelo
excesso de gordura corporal, atinge homens e mulheres de todas as etnias e idades,
reduzindo a qualidade de vida e aumentando as taxas de morbidade e mortalidade
(OMS, 2006).
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A obesidade pode ser definida como o acumulo excessivo de gordura corporal,
sob a forma de tecido adiposo como consequéncia de balanco energético positivo,
capaz de ocasionar prejuizo aos individuos (ENES, SLATER, 2010). A obesidade
tornou-se tdo comum que se transformar no mais grave problema de saude publica
do mundo, superando até mesmo a desnutricdo e as doencas infecciosas
(CARVALHO, 2000).

A obesidade é classificada de acordo com o indice de massa corporal (IMC), que
é calculado a partir da divisédo do peso corporal (em kg) dividido pela altura (em cm)
ao quadrado, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude o individuo é
considerado obeso quando apresenta um IMC maior ou igual a 30kg/m2 e com
sobrepeso quando apresenta o IMC na faixa de 25 a 29,9 kg/m2 (WHO, 2017) (Quadro
1).
Tabela 1. Classificagcdo dos niveis de IMC em adultos.

CLASSIFICACAO IMC
Abaixo do Peso Abaixo 18,5
Peso Normal 18,5 - 24,9
Sobrepeso 25-299
Obesidade Grau | 30 - 349
Obesidade Grau Il 35-399
Obesidade Grau Ill ou Morbida Maior ou Igual 40

Fonte: WHO, 2017.

O excesso de peso acomete um grande percentual de brasileiros, afetando
16,8% dos homens e 24,4% das mulheres (FERREIRA et al., 2019). A prevaléncia de
obesidade e hipertenséo arterial cresce gradualmente na populacdo adulta do pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019), atingindo 32,3% da populacdo com obesidade
(MALTA et al., 2016).

O numero de pessoas com sobrepeso e obesidade no mundo aumentou de forma
significativa, atingindo todas as classes sociais, idades e varios paises de mundo
(WHO, 2021) (Figura 1). O Brasil seguiu a tendencia mundial, com uma quantidade

de individuos com obesidade em aproximadamente 20% da populacdo e de
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sobrepeso atingindo mais de 50%. A obesidade atingia 12% da populacéo, em 2006,
gue passou para 20% em 2018, enquanto o sobrepeso, que atingia 43% da populacdo
em 2008-2009, passou para 56% em 2018 (VIGITEL, 2018).

Figura 1. Mapa da obesidade no mundo

- -

Mo data 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% =40%
I I ] Lo I

Source: WHO, Global Health Observatory Qur\WorldinData.org/obesity - CC BY

Estimativa de adultos obesos no mundo, sdo considerados obesos os individuos que apresentam o

indice de massa corporal (IMC) > 30 (https://ourworldindata.org/obesity, 2021).

Essa comorbidade se tornou epidémica no século XX, a partir da chamada
transi¢do nutricional, isto €, o surgimento de um novo perfil nutricional das populacgdes,
gue a partir da classificacdo pelo IMC, caminha da diminuicdo da desnutricdo e
aumento da obesidade, levando a um novo problema de saude publica (DUNCAN et
al., 2004).

Um dos fatos cruciais que tornam a obesidade uma doenca de extrema
complexidade seria sua probabilidade de gerar outras comorbidades importantes
como hipertenséo arterial, diabetes mellitus, cancer, dislipidemias, desordens do
sistema reprodutivo, entre outros. A obesidade ocorre a partir de diversos fatores, tais
como 0S genéticos, psicossociais, cultural-nutricionais, metabdlicos e enddcrinos
(SBP et al., 2008).
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No Brasil, os custos estimados de doencas cardiovasculares aumentaram em
17% de 2010 a 2015, alcancando R$ 37,1 bilh6es no ano de 2015 (US$ 9,6 bilhdes),
incluindo os custos estimados por morte prematura, os custos diretos com internacdes
e as perdas de produtividade relacionados a doenca (SIQUEIRA et al., 2017). Em
2011, os gastos hospitalares e ambulatoriais do SUS com obesidade chegaram a US$
269,6 milhdes, dos quais quase 24% eram atribuiveis a obesidade morbida
(GONCALVES, SILVA, 2018).

Em 2018, houve 1.829.779 internacdes por causas associadas a hipertensao
arterial, ao diabetes e a obesidade no SUS. Isso corresponde a aproximadamente
16% do total de internacdes hospitalares no SUS no periodo, resultando em um custo
total de R$ 3,84 bilhdes. Os custos ambulatoriais totais com as mesmas doencas no
SUS somaram R$ 166 milhdes no ano de 2018, e os gastos do Programa Farmacia
Popular com medicamentos para hipertensdo, diabetes e asma totalizaram R$ 2,31
bilhdes. Os custos diretos atribuiveis a hipertensdo arterial, diabetes e obesidade no
Brasil totalizaram R$ 3,45 bilhdes, ou seja, US$ 890 milhdes, considerando gastos do
SUS com hospitaliza¢des, procedimentos ambulatoriais e medicamentos (NILSON, et
al., 2019).

1.2 DISFUNCOES DO TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo pertence a classe dos tecidos conjuntivos e € composto por
adipdcitos, pré-adipdcitos, fibroblastos, células estromais e macréfagos. As principais
funcdes do tecido adiposo corporal incluem o armazenamento energético, isolamento,
isolamento térmico e apresentam também funcéo imune e enddcrina (ZORENA et al.,
2020). E um tecido que pode variar muito de percentual na composicdo do peso
corporal, mas normalmente um homem adulto deve apresenta em média 15-20% de
tecido adiposo, enquanto as nas mulheres, o valor varia de 20 a 25% (ZORENA et al.,
2020).

O tecido adiposo pode ser classificado, de acorde com sua morfofisiologia
celular, em tecido adiposo branco, marrom, bege e rosa (FIGURA 2). Do ponto de

vista fisiolégico, todos quatro tipos de células adiposas tém propriedades enddécrinas.
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Figura 2. Diferencas morfoldégicas e metabdlicas entre os diferentes tipos de

adipécitos.
Branco _ Rosg Bege Marrom
Armaz'enelmento'de. energia  Produgao de Ie|t(3 durante ) Te_rmogepesp Termogénese
Orgédo endocrino a gestagao Orgéao endoécrino

Orgao endocrino

Armazenamento

% Mitocondrias Q Nucleo O

de lipideos

Fonte: Corréa et al., 2019.

O adipdcito branco possui uma Unica gota de gordura ocupando quase todo
citosol, apresenta poucas mitocondrias. Este adipdcito tem um papel central na
fisiopatologia da obesidade, pois a partir de sua hipertrofia, tem uma grande
capacidade enddécrina para promover modificacdes deletérias no organismo afetando
0 comportamento alimentar e o metabolismo (CORREA et al., 2019). O adipdcito
marrom, apresenta diversas pequenas goticulas de gordura distribuidas por todo
citosol com uma grande quantidade de mitocondrias, seu principal papel é a
termogénese. O bege, possui caracteristicas intermediarias entre as do branco e do
marrom. Os adipocitos rosas, tem como principal fungdo produzir os componentes do
leite materno e também secretam leptina (BARTELT, HEEREN, 2014; CORREA et al.,
2019).

Na obesidade, com a hipertrofia dos adipdcitos brancos, ocorre um aumento
significativo da liberacdo de leptina, um horménio cuja principal fungcédo é reduzir o
apetite e aumentar o gasto energético. Este hormdnio aumenta a atividade do sistema
nervoso simpatico, com consequente aumento no débito cardiaco e da resisténcia
vascular periférica, levando ao aumento da pressao arterial (DE COURTEN et al.,

1997). A leptina tem um papel importante no metabolismo, pois regula o balango



16

energeético, por seu papel anorexigeno (ZORENA et al., 2020). Na obesidade os niveis
de leptina estdo muito aumentados. Entretanto, sua sensibilidade no nucleo arqueado
no hipotalamo esta reduzida (local responséavel pela saciedade), porém nas areas
hipotalamicas ventromedial e dorsomedial, que levam ao aumento da atividade
simpética, ndo se alteram, levando o individuo a ter sua saciedade reduzida e
atividade simpética aumentada (LU, AKANJI, 2020).

A inflamacédo constante € outra caracteristica dos individuos obesos, em
condi¢gBes normais os adipdécitos brancos liberam citocinas anti-inflamatérias como a
adiponectina, interleucina 10 (IL-10), fator de crescimento beta (TGF-[3), entre outros,
levando a um efeito cardioprotetivo (FEIJOO-BANDIN et al., 2020). Entretanto, com a
hipertrofia do adipécito branco, principalmente os que estdo localizados
visceralmente, vao levar a alteragbes anatdomicas e funcionais deste tecido. Como
resultado do saldo cal6rico positivo em individuos geneticamente e ambientalmente
suscetiveis, vao ocorrer respostas enddcrinas e imunes desordenadas, que levam
direta ou indiretamente para doencas metabodlicas aumentando significativamente o
risco de doencas cardiovasculares (BAYS, 2014; FEIJOO-BANDIN et al., 2020)
(FIGURA 3).

Figura 3. Modificacbes anatdbmicas e funcionais do tecido adiposo branco na

obesidade.
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Com a hipertrofia do adipécito, o tecido vai apresentar modificacdo na liberacdo de adipocitocinas,
causando resisténcia a insulina, aumento da inflamacgéo e do estresse oxidativo. Estas modificages

vao afetar o funcionamento de diversos 6rgdos. Fonte: FEIJOO-BANDIN et al., 2020.
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1.3 MECANISMO DA HIPERTENSAO ARTERIAL ASSOCIADA A OBESIDADE

1.3.1 Aumento da Reabsorcédo Renal de Na+ na obesidade

A hipertensédo arterial € uma das principais comorbidades causadas pela
obesidade e um de seus principais mecanismos que levam a sua instauracdo é o
aumento da reabsorcdo renal de sodio, com consequente expansdo do volume
plasmatico. Os principais fatores que levam a hipertenséo arterial na obesidade séo o
aumento da atividade simpatica, a ativacdo do SRAA e a elevada pressao intra-renal
resultante da obesidade abdominal (FRANCISCHETTI, GENELHU, 2007).

Na obesidade, a curva pressao natriurese esta alterada. Em funcéo disto, ocorre
a elevacdo da pressao arterial para se manter o equilibrio entre ingestéo e excrecao
renal deste céation (HALL et al., 2019). Neste processo, ocorre também a elevacéo da
atividade simpdtica, que se leva ao aumento da resisténcia arteriolar periférica,
mediada pelo ramo simpatico eferente renal, que é um importante modulador do
mecanismo de retencao de sédio (RUMANTIR et al., 1999).

Muitos estudos mostram a correlagdo entre aumento da gordura corporal e
aumento na retencdo de sodio. Este fato ndo é irreversivel, pois com a reducdo da
gordura corporal todos os efeitos deletérios causados pela grande adiposidade,
incluindo aumento da atividade simpatica, aumento da atividade do SRAA, aumento
da retencdo de Na* e aumento da PA cessam (CHAGNAC et al., 2003; ENGELI et al.,
2005; COHEN, 2018).

1.3.2 O Papel do SRAA na Hipertensao Associada ao Excesso de Peso

O SRAA tem um papel fundamental no controle hidroeletrolitico e da presséo
arterial. Entretanto, na obesidade suas fungbes estdo desreguladas, levando o
individuo a um status hipertensivo e inflamatério (Figura 4) (PATEL et al., 2017). Em
obesos hipertensos observa-se aumento do angiotensinogénio circulante, da
atividade plasmatica da renina e da enzima conversora da angiotensina (ECA) e da
Ang Il (UMEMURA et al., 1997). Com o aumento da atividade da renina e da ECA, a
formacdo de Ang Il também aumenta, este horménio exerce um papel autdcrino,
paracrino e endocrino estimulando a reabsorcao renal de sédio (HALL et al., 2019).

Com o tratamento de inibidores de ECA e antagonistas do receptor de Angiotensina 1
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(AT1R), observa-se uma reducgéo da pressao arterial e menor retengcédo de sodio pelo
rim (ROBLES et al., 1993).

A Ang Il tem um papel importante na reabsor¢cdo de Na* no tdbulo proximal,
segmento do néfron responsavel pela reabsorcdo em massa deste ion, pois quando
ligada ao ATiR, vai promover a ativacdo da Na"ATPase e da Na*+K*-ATPase via
proteina kinase C (PKC) (RANGEL et al., 2005). Quando ligada ao receptor de
Angiotensina 2 (AT2R), a Ang Il apresenta efeitos opostos de quando se liga ao ATiR
e sua via de sinalizacdo celular est4 acoplada a uma proteina kinase A (PKA) (DE
SOUZA et al., 2004). Na obesidade, ocorre um desbalanco tanto na quantidade de
receptores quando na ativacéo de suas vias de sinalizacao intracelular, predominando
os efeitos de AT1R, que consequentemente vdo promover aumento da pressao arterial
(LUZES et al., 2021).

Figura 4. Principais mecanismos que geram a hipertensdo arterial associada a

obesidade.
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A obesidade visceral causa 0 aumento da atividade simpética, aumento da atividade do SRAA e
compresséo renal, estes fatores levam ao aumento reabsorcéo renal de Na* e ao aumento da presséo
arterial. Estes fatores mais as alteracbes metabllicas promovem injuria renal e doencas
cardiovasculares. Fonte: HALL et al., 2019.
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A aldosterona participa da elevacéo da presséao arterial na obesidade a partir de
sua acao nos receptores de mineralocorticoides (MR) localizados no rim, sistema
vascular e cérebro (RAHMOUNI et al., 2005). No sobrepeso e na obesidade, a maioria
dos individuos apresentam aumento de niveis plasmaticos de aldosterona pela
estimulacao da suprarrenal pela Ang II (GOODFRIEND, CALHOUN, 2004).

A aldosterona apresenta principalmente efeitos génicos, levando a um aumento
do numero de copias de Na*+K*-ATPase no tubulo distal, gerando um aumento da
reabsorcdo de sédio neste seguimento (HALL et al., 2019).

Figura 5. Sistema Renina Angiotensina Aldosterona classico.
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Apesar da obesidade estar frequentemente associada a aumentos pequenos
dos niveis plasmaticos de aldosterona, o bloqueio dos receptores mineralocorticoides
(MCR) reduz de forma significativa a pressao arterial e reduz as lesbes em 0Orgaos
como rim e coragdo. Em cées alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) para produzir
obesidade, o antagonismo de MCR com eplerenone, reduziu a retencdo de sodio,
hiperfiltracdo glomerular e o desenvolvimento de hipertensdo em aproximadamente
50% (DE PAULA et al., 2004). Em pacientes com obesidade e hipertensdo, o
antagonismo da MCR com a espironolactona reduziu a PA e a excrecdo urinaria de
albumina mesmo apés bloqueio prolongado da formacao de Ang Il com inibidores da
ECA (BOMBACK et al., 2009). Além disso, em pacientes com obesidade e hipertenséo
resistente ao tratamento que foram tratados com espironolactona, as reducdes
resultantes na PA ndo se correlacionaram com a concentracdo plasmatica de
aldosterona (DUDENBOSTEL, CALHOUN, 2017). Estes estudos indicam que o
antagonismo do MCR é uma terapia importante para a hipertensao induzida pela
obesidade e suas anormalidades cardiorrenais associadas, mesmo na auséncia de
hiperaldosteronismo.

Os MCR estao acoplados a uma proteina G (K-Ras2), que vao ativar inicialmente
a kinase regulada por soro e glicocorticoides (SGK1) (ARROYO et al., 2011). Esta
kinase vem sendo mostrada como um sensor de choque osmdético e inflamacédo em
diversos tipos de célula, promovendo efeitos ndo gendmicos rapidos (FIRESTONE et
al., 2003; DATTILO et al., 2020). A SGK1, promove nos segmentos do néfron, um
aumento da atividade da Na*+K*-ATPase (LOU et al., 2016). Embora ja se conheca a
acao da SGK1 sobre a atividade da Na*+K*-ATPase e do EnaC na reabsorcéao distal
de sédio, o papel da aldosterona na modulacdo da Na*+K*-ATPase e Na-ATPase em

eritrécitos ainda nao foram verificados.

1.4 MECANISMOS DE TRANSPORTE DE NA* NO ERITROCITO

O eritrocito € uma célula altamente sensivel as modificagdes hidroeletroliticas
do meio em que se encontram, necessitando de um ambiente altamente controlado
para sua sobrevivéncia. Varias vias de sinaliza¢cdo podem controlar a homeostase de
agua e solutos nos eritrécitos, inclusive o SRAA, e alteracdes nestes fatores podem

comprometer a integridade da célula, causando sua destruicdo prematura
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(GUIMARAES-NOBRE et al., 2021). Vérias patologias, de cunho genético ou
adquirido, podem modificar a hidratacdo de eritrocitos com diferentes fendtipos
celulares que podem variar de eritrécitos desidratados a super-hidratados
(GALLAGHER, 2017).

A preservacao equilibrio hidroeletrolitico € um processo dindmico que envolve
varios fatores, dentre deles podemos citar o contetdo de ions, a concentracdo de
hemoglobina, as vias de transporte de ions, a area de superficie da membrana, as
interacbes complexas entre solutos e a condutancia da membrana para anions e
cations monovalentes (Figura 5) (BRUGNARA, 1997; HOFFMANN et al., 2009).
Vérias vias medeiam a homeostase de agua e solutos nos eritrocitos, entretanto, o
volume celular é controlado principalmente pelo contetddo de Na* (BRUGNARA, 1997;
HOFFMANN et al., 2009).

A concentracao intracelular de potassio no eritrocito é alta (~ 140 mEg/dl) em
comparacao com a do plasma (4-5 mEg/dl), enquanto a concentracdo de sodio é baixa
(~ 10mEqg/dl), em comparacdo com a do plasma (~ 140mEg/dl). Estes gradientes de
concentracéo levam ao movimento passivo do sodio para dentro e do potassio para
fora do eritrocitos. O ambiente interno com baixo teor de sodio e alto potassio do
eritrocito € mantido pela Na*+K*-ATPase (TOSTESON, HOFFMAN, 1960).

No estado estacionario, a permeabilidade ibnica através da membrana
eritrocitaria € muito baixa, evitando a osmose e consequentemente alteracbes no
volume celular. Eletro-difusdes catibnicas passivas (vazamento) permitem que o0
potassio saia da célula e o sédio entre. No entanto, a célula tem capacidade limitada
para responder a alteracbes nas concentracbes de cations monovalentes e, se
excedido, o volume celular mudara também. Quando a difusdo do sodio para 0 meio
intracelular excede a difusdo de potassio para meio fora extracelular, os eritrécitos
incham. Quando a difusdo de potassio para o0 meio extracelular excede a difusao de
sodio para o meio intracelular, os eritrocitos murcham (BRUGNARA, 1997). Mudancas
na permeabilidade da membrana sdo detectados pela mensuracdo do sédio e
potassio intracelular, teor total de cations, com indices de forma e hidratacdo dos
eritrécitos e atividade dos transportadores idnicos localizados na membrana
(STEWART, TURNER, 1999).

Em diferentes patologias, como hipertensdo arterial e obesidade, os
mecanismos de transporte localizados nas membranas dos eritrocitos se apresentam

alterados, podendo ser estudados e futuramente utilizados como biomarcadores de
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diferentes patologias. Varios trabalhos mostram modificagbes na atividade e no
aumento de numero de Na*+K*-ATPase na obesidade e na hipertensdo arterial,
entretanto, as vias e sistemas que levam a esta alteragcdo néo foram elucidadas
(GOLIK et al., 1996; JASENOVEC et al., 2021).

Figura 6. Modelo de vias de transporte i6bnico no eritrocito human
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Fonte: Gallagher 2017.

2 JUSTIFICATIVA

A Hipertensédo Arterial e a obesidade sdo doencas que promovem uma alta
mortalidade no Brasil e no Mundo, por isso é fundamental esclarecimento de seus
mecanismos e o controle desta patologia. Como sao doencas silenciosas, nao
apresentam sintomas significativos, até que os danos causados em Orgdos se
apresentem. As alteracdes no funcionamento destes 6rgaos podem ser irreversiveis
e causam grande impacto na qualidade de vida dos acometidos. Com o tratamento
precoce, os efeitos deletérios serdo evitados e gastos e percal¢cos reduzidos, a partir

do controle do impacto desta doenca para sociedade.

As alteracGes hormonais apresentadas na obesidade vao afetar o funcionamento
de diversos Orgdos e sistemas, por consequéncia, diversos mecanismos de
homeostase. E entre eles podemos citar o balanco hidroeletrolitico e a presséo

arterial, que sdo modulados pelo SRAA. O eritrécito € uma célula muito sensivel a
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modificagdes das concentra¢gdes de eletrolitos, por isso, as ATPases transportadoras
de sadio seriam bons candidatos a biomarcadores para hipertenséo arterial associada

a obesidade assim como, componentes do SRAA.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade dos transportadores ativos primarios de Na+ (Na*-ATPase e
Na*+K*-ATPase) e os componentes do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona nas

membranas de eritrocitos de individuos obesos e com sobrepeso.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os dados antropométricos e pressoricos de individuos eutroficos, com
sobrepeso e obesos;

- Determinar o perfil bioquimico (glicose, insulina, colesterol total, HDL- colesterol,
LDL- colesterol, triglicerideos, sédio e potassio plasmatico) de individuos eutrdficos,
com sobrepeso e obesos;

- Verificar a atividade dos transportadores ativos primarios de Na+ (Na+-ATPase e
Na*+K*-ATPase) nos eritrocitos de individuos obesos e com sobrepeso.

- Avaliar o nimero de coépias dos componentes do Sistema Renina Angiotensina
Aldosterona, envolvidos na modulacdo das ATPases transportadoras de Na+
(Receptores AT1 e ATz, PKCa, PKA), nos eritrécitos de individuos obesos e com

sobrepeso.

4 METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA

Os participantes foram recrutados na Universidade do Grande Rio

(UNIGRANRIOQ), entre alunos e funcionarios. Estes participantes foram classificados
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de acordo com o IMC. A participagdo foi voluntaria, respeitando-se os critérios de
inclusdo e exclusdo. Foram incluidos no estudo 34 individuos e distribuidos,
respectivamente, pelos grupos de acordo com o IMC (12 eutrdficos, 14 sobrepesos e
8 obesos).

Os individuos selecionados foram informados sobre o projeto e concordaram em
participar do estudo. Todos assinaram o 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).

Os Critérios de Incluséo para esse estudo sdo: 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 hematoldgicas, doencas psiquiatricas e intestinais; individuos
gue utilizavam farmacos que interferem no peso corporal, no metabolismo de
carboidratos e lipideo, hipotensores, gestantes e lactantes e individuos que fazem uso

de substancias ilicitas.

4.2 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

O peso corporal dos participantes foi aferido em balanca antropométrica e a
altura em um estadidmetro. A partir destas medidas, foi calculado o IMC e os
individuos foram classificados em grupos (eutroéficos, sobrepesos e obesos).

O indice da circunferéncia da cintura (CC) e 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 posterior das nadegas.

O diametro abdominal sagital (DAS) foi medido com um estadidmetro abdominal
de haste movel (caliper abdominal Trivium; Trivium Ind. e Com. Ltda; Universidade
Federal de Vigosa). O individuo se mantém em decubito dorsal em uma maca de
superficie firme, e 0 DAS correspondera a medida entre a maca e o limite abdominal

superior no plano horizontal.

4.3 DETERMINACAO DA PRESSAO ARTERIAL (PA)
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A PA foi aferida pelo método oscilométrico, utilizando-se um monitor
automatico da marca OMRON. Os manguitos tém tamanho apropriado ao braco dos
participantes e os registros sao feitos com o individuo sentado. Apés 5 min de repouso,
serdo realizadas trés medidas sequenciais, com intervalos de 3 min, com vistas ao
célculo da média dos niveis pressoricos. Foram descartados valores que
apresentarem diferencas acima de 10 mmHg na PA sistolica e 5 mmHg na PA

diastélica.

4.4 COLETA DE SANGUE E ENSAIOS BIOQUIMICOS

Foram coletados aproximadamente 25 ml de sangue periférico apos 12h de
jejum para realizacdo das analises bioguimicas. A partir dessa amostra, 15 ml foram
utilizados para obtencdo das membranas de eritrcitos para medir a atividade das
ATPases transportadoras de Na*.

As analises bioquimicas foram realizadas em parceria com o LABORAFE —
Laboratorio de Andlises Clinicas da Unigranrio. Dentre as andlises bioquimicas foram
avaliadas:

Glicemia de Jejum: pelo método enzimatico, amostra coletada em tubos sem
anticoagulantes, centrifugadas imediatamente apds a coleta. Valores expressos em
mg/dL e baseados nos valores de referéncia fixados pela Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD, 2017), representando: normoglicemia < 99 mg/dL, pré-diabetes: = 100
e < 126 mg/dL e diabetes estabelecido = 126 mg/dL;

Insulina: determinada pelo método de quimioluminescéncia, valores expressos
em mcUIl/mLI, em que os valores de referéncia para insulinemia ideal estao entre: 1,90
a 23 mcul/ml,

indice de resisténcia a insulina: determinado pela aplicacéo da férmula do HOMA-
IR (homeostasis model assessment- insulin resistance), ao qual a resisténcia é
determinada pelo produto da insulinemia (uU/mL) e pela glicemia de jejum (mg/dL),
dividido por 22,5. A Rl é determinada pelo HOMA-IR = 2,71, de acordo com o
observado na amostra da populacdo brasileira de origem multiétnica (GELONEZE,
TAMBASCIA, 2006).

Perfil lipidico: composto por colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-C) e
triglicerideos (TG), determinados pelo método enzimatico colorimétrico. O LDL —
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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 sao: CT < 190 mg/dL, HDL-c > 40 mg/dL,
triglicerideos < 150 mg/dL. Os valores do LDL colesterol variam de acordo com a risco
cardiovascular estimado, em que: < 130 mg/dL baixo risco, < 100 mg/dL risco

intermediario, < 70 mg/dL risco alto, < 50 mg/dL risco.

4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS ATPASES TRANSPORTADORAS DE
SODIO

As membranas plasmaticas de eritrocitos para a dosagem de atividade das
ATPases transportadoras de sodio foram obtidas através da coleta de 15 ml de sangue
em tubos contendo EDTA. O sangue foi centrifugado em uma centrifuga clinica por 10
min a 2.500 x g para separar as células sanguineas do plasma. Apds separar 0s
eritrocitos, eles foram hemolisados em uma solucao contendo 10 mM de TrisHCl e 1
mM de EDTA (pH 7,4). Apés a hemdlise dos eritrocitos, as membranas foram
precipitadas por uma centrifugacao na ultracentrifuga a 12.000 x g por 20 min. Ap6s
a precipitacdo das membranas, elas foram lavadas 3 vezes em uma solugéo contendo
TrisHCI (10 mM, pH 7,4) e precipitadas novamente com a mesma centrifugacéo. Apés
a ultima centrifugacdo as membranas foram resuspendidas em sacarose (250 mM) e
armazenadas em freezer a -80°C (NAMAZI et al., 2015).

As atividades das ATPases foram medidas a partir da quantificacdo do fosfato
inorganico liberado resultante da hidrélise do ATP (SILVA et al., 2014). As atividades
da Na*+K*-ATPase e Na*-ATPase foram calculadas a partir do delta entre a atividade
na presenca e na auséncia de seu inibidor (no caso da Na*+K*-ATPase utiliza-se a

ouabaina e da Na*-ATPase a furosemida) ap6s 60 min de hidrolise do ATP.
4.6 ELETROFORESE E IMUNODETECQAO
As proteinas localizadas nas preparacdes de membranas dos eritrocitos foram

separadas por peso molecular a partir de eletroforese em gel de poliacrilamida (10%)

com SDS, foram colocados em cada poc¢o 100 ug de proteina. Depois, as proteinas
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foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e incubadas com o anticorpo
primario para a proteina de interesse (SILVA et al., 2014).

Para imunodeteccdo dos receptores de Ang Il, Na*+K*-ATPase, PKC e PKA,
foram usadas de forma geral diluicbes de 1:500 (para os anticorpos primarios) e
1:2.500 (para o secundario), com excecao da [3-actina onde foram usadas para o
primario uma diluicdo de 1:5000 e secundario 1:10000. As proteinas e o padrdo de
peso molecular foram separados e transferidos para a membrana de nitrocelulose,

coradas com vermelho de ponceau para determinagao de peso molecular.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos e experimentais obtidos foram analisados com auxilio do
pacote estatistico IBM-SPSS (versdo 19, IBM Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Diferencas significativas nos parametros clinicos e experimentais entre 0s grupos
foram avaliadas utilizando ANOVA de um fator seguida de um pos-teste de Tukey.
Para verificar a correlacao entre as atividades das ATPases transportadoras de Na+
e as variaveis que caracterizam a obesidade e suas comorbidades, foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Pearson. Os resultados sdo mostrados como média e

erro padréo.

5 RESULTADOS

A amostra do presente trabalho foi composta por 34 individuos, que foram
classificados como eutréficos (n = 12), sobrepesos (n = 14) e obesos (n = 8) de acordo
com IMC (Tabela 2). Na Tabela 2, podemos verificar que existe diferenga significativa
entre os trés grupos nas variaveis peso corporal e IMC. Entretanto, na RCQ, so existe
diferenca significativa entre o grupo obeso, em relacdo aos grupos sobrepeso e

eutrofico, ndo apresentando diferenca entre os grupos sobrepeso e eutrdfico.

Na Tabela 3, podemos verificar os parametros bioquimicos dos 3 grupos. Onde
podemos constatar que ndo houve diferenca estatistica na concentracdo de glicose
sanguinea entre os grupos. Porém, o grupo obeso apresentou um aumento
significativo da insulina plasmatica e do HOMA-IR, em relagédo ao grupo eutréfico. Em

relacdo ao colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e LDL sanguineos, ndo foram
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encontradas diferengas estatisticas. Entretanto, o HDL se apresentou menor no grupo

obeso, em relacéo aos grupos eutréfico e sobrepeso.

Tabela 2. Dados demograficos e clinicos.

Controle Sobrepeso Obeso
n 12 14 8
Sexo F/IM 6/6 11/3 2/6
Peso corporal (kg) 57,9 £ 3,52 76,7 £2,1° 124,33+ 17,0°
Estatura (m) 1,64 + 0,022 1,67 £ 0,022 1,76 + 0,03
ldade 231 271 293
IMC (kg/m?) 21,3+0,82 27,4 +0,4° 39,7 £ 4,4°
Relagdo  cintura/quadril | 0,77 £ 0,022 0.79 £ 0,022 0.98 + 0,04°
(cm/cm)
PA sist6lica (mm Hg) 114,4 £+ 3,62 112,8 + 1,62 122,2 £ 4,02
PA diastélica (mm Hg) 72,3+ 3,52 72,1+2,02 77,0+ 1,62

Letras diferentes representam diferenca significativa em relacdo aos outros grupos (p < 0,05).

Na Figura 7, podemos verificar uma diminui¢cao da atividade Na*+K*-ATP&sica a

partir do aumento do IMC. Nos grupos sobrepeso e obeso, ocorreu uma significativa

reducdo da atividade ATPasica em relacdo ao grupo eutrofico e do grupo obeso em

relacéo ao sobrepeso (n = 8—14; eutrdéficos: 46,5 + 4,7; sobrepesos: 25,5 + 2,8; obeso:

14,1 £+ 3,4 nmol Pi x mg? x h'1),

A atividade da Na*-ATPase apresenta um perfil semelhante ao da Na*+K*-

ATPase, reduzindo sua atividade com o aumento do IMC. Na Figura 8, podemos

verificar que a atividade Na*-ATPasica dos grupos sobrepeso e obeso sé&o

significativamente menores em relacdo ao grupo eutréfico, entretanto estes dois



29

grupos ndo apresentam diferenca entre eles (n = 3-12; eutroficos: 36,6 £ 4,8;

sobrepesos: 15,4 + 2,2; obeso: 8,7 + 2,1 nmol Pi x mg* x h'1).

Tabela 3. Dados bioquimicos.

Controle Sobrepeso Obeso

n 12 14 8
Glicose (mg/dL) 96,7+ 1,72 96,1 +1,32 91,8+ 2,72
Insulina (mcU/mL) 94+1,72 11,9+ 2,3% 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*Plasmético (mEq/L) 139,9 £ 0,32 141,1 £ 0,98 140,5+ 1,08
K* Plasmatico (mEqg/L) 44 +0,12 4,4 +£0,22 45+0,12

Letras diferentes representam diferenca significativa em relagcdo aos outros grupos (p < 0,05).
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Figura 7. A atividade Na*+K*-ATPasica de membranas de eritrécitos de individuos

eutroficos, com sobrepeso e obesos.
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Os resultados sédo mostrados como média = erro padrédo (n = 8-14). Os valores de p sdo mostrados no

gréfico e considerados significativos quando menores que 0,05.

Figura 8. A atividade Na*-ATPasica de membranas de eritrocitos de individuos

eutroficos, com sobrepeso e obesos.
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Os resultados sao mostrados como média £ erro padréo (n = 3-12). Os valores de p sdo mostrados no

gréfico e considerados significativos quando menores que 0,05.

Na Figura 9, podemos verificar uma forte correlacdo negativa entre o IMC e a
atividade da Na*+K*-ATPase, pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (r = - 0,71).
Enquanto na Figura 10, podemos ver uma correlagdo moderada entre a RCQ e a
atividade da Na*+K*-ATPase (r = - 0,62).

Nas Figuras 11 e 12, sdo mostradas as correlacdes entre a atividade de Na+-
ATPase e o IMC e a RCQ, respectivamente. A atividade Na*-ATPasica, apresentou

uma correlacdo negativa moderada entre o IMC (r = - 0,63) e a RCQ (r = - 0,56).

Figura 9. Correlagédo entre a atividade Na*+K*-ATPasica de membranas de eritrocitos

com o IMC.
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A correlagéo foi dada a partir do célculo do coeficiente de correlagdo de Pearson (n = 34).
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Figura 10. Correlacdo entre a atividade Na*+K*-ATPasica de membranas de

eritrocitos com a RCQ.
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A correlagéo foi dada a partir do célculo do coeficiente de correlagédo de Pearson (n = 34).

Figura 11. Correlagdo entre a atividade Na*-ATPésica de membranas de eritrocitos

com o IMC.
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A correlagédo foi dada a partir do célculo do coeficiente de correlagdo de Pearson (n = 26).



33

Figura 12. Correlacdo entre a atividade Na*-ATPé&sica de membranas de eritrécitos

com a RCQ.
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A correlagéo foi dada a partir do célculo do coeficiente de correlagédo de Pearson (n = 26).

Os experimentos mostrados na Figura 13, tem como objetivo mostrar a
guantidade de Na*+K*-ATPase nas membranas de eritrcitos nos grupos eutrdfico,
sobrepeso e obeso. Podemos verificar que ocorreu um aumento na quantidade de
copias de Na*+K*-ATPase nas membranas de eritrécitos dos grupos sobrepeso e
obesos em relacdo aos eutroficos (aumento de 3X). Entretanto, entre eles ndo ocorre

diferencga significativa.

Na Figura 14, podemos observar que a obesidade e o sobrepeso levam a um
aumento na quantidade de receptores AT1 (sobrepeso com aumento de 60% e obeso
com aumento de 80% em relacdo ao grupo de eutroficos). Enquanto a quantidade de
receptores AT2 nédo € alterada de forma significativa pela obesidade e o sobrepeso
(Figura 15).

Os experimentos mostrados nas Figuras 16 e 17 mostram a quantidade
aumentada de proteinas kinases Ca e A. Na Figura 16 podemos verificar que os
individuos obesos e com sobrepeso apresentam um aumento significativo, de

aproximadamente 4 a 5 vezes, na quantidade de copias de PKCa. Na Figura 16,
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podemos observar que a quantidade de copias de PKA aumentou significativamente
no grupo de sobrepesos (100 %) e no grupo de obesos este aumento foi ainda mais

expressivo (200 %).

Figura 13. Aumento do numero coOpias de Na*+K*-ATPases nas membranas de
eritrocitos nos grupos eutrofico, sobrepeso e obeso.
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O painel A, mostra uma imunodeteccgdo da Na*+K*-ATPase representativa da média dos experimentos.
A B-actina foi utilizada como controle de carregamento para quantificacdo das imunodetecgfes. Os
resultados sdo mostrados como média = erro padréo (n = 3) (painel B). Os valores de p sdo mostrados

no grafico e considerados significativos quando menores que 0,05.
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Figura 14. Aumento do numero de cépias de receptores AT:1 nas membranas de
eritrocitos de eutroficos, pessoas com sobrepeso e obesos.
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O painel A, mostra uma imunodeteccéo do receptor AT1 representativa da média dos experimentos. A
B-actina foi utilizada como controle de carregamento para quantificagdo das imunodeteccdes. Os
resultados sdo mostrados como média £ erro padréo (n = 3) (painel B). Os valores de p sdo mostrados

no grafico e considerados significativos quando menores que 0,05.
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Figura 15 Aumento do niumero de cOpias de receptores AT2 nas membranas de
eritrocitos de eutroficos, pessoas com sobrepeso e obesos.
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O painel A, mostra uma imunodetecgéo do receptor AT representativa da média dos experimentos. A

B-actina foi utilizada como controle de carregamento para quantificacdo das imunodeteccdes. Os

resultados sdo 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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Figura 16. Aumento do numero de cépias de PKCa nas membranas de eritrécitos de
individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos.
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O painel A, mostra uma imunodetecgao de PKCa representativa da média dos experimentos. A 3-actina
foi utilizada como controle de carregamento para quantificacdo das imunodetecc¢des. Os resultados sdo

mostrados como média £ erro padrao (n = 3) (painel B). Os valores de p sdo mostrados no gréfico e

considerados significativos quando menores que 0,05.
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Figura 17. Aumento do nimero de copias de PKA nas membranas de eritrécitos de

individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos.
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O painel A, mostra uma imunodeteccao de PKA representativa da média dos experimentos. A $-actina
foi utilizada como controle de carregamento para quantificacdo das imunodeteccdes. Os resultados séo

mostrados como média = erro padrdo (n = 3) (painel B). Os valores de p sdo mostrados no grafico e

considerados significativos quando menores que 0,05.

6 DISCUSSAO

Atualmente, a obesidade e o sobrepeso aumentaram de forma significativa

no mundo, tornando-se um problema de saude publica mundial. Devido ao alto custo
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para tratamento da obesidade, que pode ocorrer de forma direta ou de suas
comorbidades. Dentre as principais comorbidades podemos citar a DM2, hipertenséo

arterial, doencas cardiovasculares e renais, entre outras (HALL et al., 2020).

Este trabalho teve como principal objetivo verificar possiveis modificagbes na
atividade das ATPases transportadoras de s6dio de membranas de eritrécitos e nas
vias ativadas por Ang Il em individuos com sobrepeso e obesidade. Pois, devido as
modificacbes metabdlicas e hormonais geradas pela obesidade, varios eixos
hormonais estdo alterados, como também, ocorrem constantes alteracdes do
equilibrio hidroeletrolitico (CHOE et al., 2016). Com isso, os transportadores ativos
primarios de Na* e o SRAA seriam importantes alvos a serem investigados para
descoberta de novos biomarcadores nesta condicdo, nos permitindo detectar
alteracdes iniciais para um tratamento preventivo da doenga, evitando suas

consequéncias ou de suas comorbidades como, por exemplo, a hipertenséo arterial.

A amostra utilizada foi composta por 34 individuos, classificados em trés
grupos a partir de seu IMC. A RCQ foi utilizada pois o IMC, apesar de ser utilizado
mundialmente como parametro para classificar parametros de modificacdo de massa
corporal, ele ndo indica a localiza¢géo do tecido adiposo e o acimulo de tecido adiposo
visceral (gordura abdominal) é um fator de risco para as comorbidades causadas pela
obesidade (FARB, GOKCE, 2015).

Na obesidade, a atividade simpética e os componentes do SRAA estédo
hiperativados, estes fatores estao associados ao aparecimento da hipertensao arterial
associada a obesidade (JIANG et al., 2016). Apesar da grande probabilidade do
desenvolvimento de hipertensdo arterial, os individuos obesos e com sobrepeso
apresentaram pressao arterial dentro da normalidade (Tabela 2), este fato indicaria
uma fase inicial da doenca, onde suas comorbidades ainda ndo se desenvolveram

totalmente.

Apesar dos individuos obesos e com sobrepeso ainda ndo apresentarem
hipertensdo arterial, eles ja apresentam alteracbes metabodlicas e hormonais
importantes, caracteristicas desta doenca. Podemos verificar este fato na Tabela 3,
onde os individuos obesos apresentaram reducdo de HDL-c, aumento das
concentragdes de insulina e aumento significativo do HOMA-IR. Estas alteragdes séo

vistas em obesos e sdo padrdes para inferir o possivel desenvolvimento de doencgas
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cardiovasculares, sindrome metabdlica ou diabetes tipo 2, por exemplo (ZORENA et
al., 2020).

O aumento do HOMA-IR e o0 aparecimento da hiperinsulinemia, sdo indicativos
iniciais da falta de sensibilidade a insulina, levando ao aumento de sua concentragao
com o intuito de compensar essa insensibilidade. Entretanto, devido a exacerbacéo
de seus efeitos em tecidos que nao foram afetados, podem ocorrer diversas outras
modificacdes no organismo. Estes mecanismos que levam a falta de sensibilidade a
insulina ainda né&o foram totalmente esclarecidos, mas podemos relacionar por
exemplo, ao acumulo de lipidios em vasos, efeito inibitorio na oxida¢éo de lipidios, de
glicose e aumento da secrecdao de adipocinas pro-inflamatoérias (como a leptina)
(STEPPAN et al., 2001; ORMAZABAL et al., 2018).

Em varios modelos experimentas, uma das caracteristicas mais marcantes da
hipertensé&o arterial associada a obesidade seria a hiperatividade do SRAA, aumento
de reabsorcdo renal de Na* e aumento da contratilidade de vasos sanguineos (HALL
et al., 2020). Este sistema e o principal modulador do balanco hidroeletrolitico e da
presséao arterial a longo prazo (HALL et al., 2020). O SRAA, além destas func¢des no
rim, também modula muitas fun¢des celulares e teciduais que podem abranger
ativacao do sistema imunoldgico, modulacdo da vasomotilidade, producao de radicais
livres e aumento da atividade de transportadores ativos primarios de sédio renais
(HALL et al., 2020; LU, AKANJI, 2020).

No rim, as ATPases transportadoras de Na*, sdo moduladas pelos peptideos
gerados pelo SRAA. Estes peptideos apresentam efeitos diversos sobre estas
ATPases, podendo apresentar tanto efeitos de ativacdo, como € o caso da Ang II,
guando efeitos inibitorios, causados pela Ang-(1-7) e Ang-(3-4) (DIAS et al., 2014;
SILVA et al., 2014; FORRESTEN et al., 2018). A Ang Il é o peptideo mais estudado
deste sistema, podendo se ligar a dois receptores, o AT: e o AT2. No caso dos
transportadores ativos primarios de sodio renais (Na*+K*-ATPase e Na*-ATPase), a
Ang Il quando ligada ao receptor AT1 promove um efeito de ativacdo e quando ligada
ao ATz um efeito inibitério.

Em diversos modelos que levam a hipertensao arterial, ocorre um desbalanco
na quantidade de receptores AT:1 e ATz, essa alteracdo é traduzida pelo aumento da
guantidade de receptor ATi1 e diminuicdo de AT2, levando entdo, a um status
hipertensivo, pois ocorre um incremento na quantidade do receptor que leva ao

aumento da reabsorgéo renal de Na* e aumento da contratilidade de vasos. Enquanto
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seu receptor antagonista, o ATz, tem seu numero de cépias reduzidas (LUZARDO et
al., 2011; SILVA et al., 2014; LUZES et al., 2020). Nos eritrocitos, o papel da Ang Il no
transporte de Na* é pouco estudado, entretanto, sabe-se que o receptor AT1 apresenta
um papel importante na protecdo por hemdlise em ambientes hiposmoticos
(GUIMARAES-NOBRE et al., 2021). Esse fato indicaria uma possivel ativacdo de
transportadores de Na* no eritrocito.

Mostramos que os transportadores ativos primarios de Na* no eritrécito estao
significativamente reduzidos (Figuras 7 e 8). Alguns estudos mostram a reducdo da
atividade da Na*+K*-ATPase em membranas de eritrécitos de individuos obesos e
com hipertensdo arterial (CHEN, LIN-SHIAU, 1988; AMAIDEN et al., 2014).
Entretanto, a atividade da Na*-ATPase nunca foi mostrada nestes grupos. Semelhante
ao que ocorreu com Na*+K*-ATPase, a atividade da Na*-ATPase também se mostrou
reduzida nas membranas de eritrocitos dos individuos obesos e com sobrepeso. Este
achado mostra que tanto a atividade da Na*-ATPase quanto a da Na*+K*-ATPase sao
bons indicativos de alteracbes promovidas pela obesidade, pois estas ATPases
apresentam uma correlagdo inversa forte com IMC e com RCQ (Figuras 9-12).

A reducdo da atividade da Na*+K+-ATPasica também ocorre em cardiomidcitos
de ratos com hipertensao arterial, mostrando que outros 6rgaos podem ter a atividade
das ATPases transportadoras de Na* alteradas de forma semelhante na hipertensao
arterial (CLOUGH et al., 1985).

Um importante achado é que possivelmente esta ocorrendo algum tipo de
modulacao regulatéria da atividade da Na*+K*-ATPase (Figura 13), pois apesar da
diminuicdo de sua atividade, sua quantidade esta aumentada. Esta diminuicdo de
atividade pode estar relacionada a fosforilacées regulatorias anormais causadas pela
obesidade e o sobrepeso (SILVA et al., 2014).

Na hipertensdo arterial associada a obesidade e em outros modelos de
hipertenséo este mecanismo e de certa forma comum (DIAS et al., 2014, SILVA et al.,
2015; LUZES et al., 2020). Entretanto, no eritrécito a funcdo destas ATPases ndo é a
mesma das encontradas no rim. No eritrécito, célula que esta suscetivel a
modificacdes ibnicas constantes, estes transportados sao responsaveis por manter o
volume celular e o equilibrio das concentragfes de sdédio para sobrevivéncia da célula
(GALLAGHER, 2017).

Em relacdo aos receptores de Ang Il, importantes moduladores das ATPases

transportadoras de Na*, verificamos que o0s receptores AT: aumentam nas
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membranas de eritrocitos em relacdo aos individuos eutroficos, caracteristica de um
perfil encontrado em diferentes 6rgéos e diferentes modelos experimentais de animais
hipertensos (SIMON et al., 1989; LUZARDO et al., 2011; LUZES et al., 2021). E
importante salientar que alguns experimentos funcionais com antagonistas destes
receptores devem ser realizados futuramente para verificar a funcionalidade destes
receptores. A quantidade de receptores ATz, ndo apresentou modificacao significativa,
sugerindo que as alterac6es podem ter seu foco principal nos receptores AT.

No rim, a Ang Il quando ligada ao receptor AT, vai ativar uma via intracelular
acoplada a uma PKC, que vai fosforilar as ATPases transportadoras de Na¥,
promovendo seu aumento de atividade (RANGEL et al., 2005). O papel destas
ATPases no rim é promover a reabsorcdo de sodio, outros ions e nutrientes que
também serdo reabsorvidos a partir do gradiente de sédio. Em relacdo ao ATz2R, suas
funcdes sao antagonicas em relacédo ao receptor AT1, sendo acoplado a uma PKA.
Em relacéo aos eritrocitos essa modulacao e pouco conhecida.

Nas Figuras 16 e 17, verificamos que tanto a quantidade de PKCa como de
PKA estdo aumentadas. A PKCa esta relacionada a via de AT1 e a da PKA relacionada
a de ATz. Neste caso devem ser realizados experimentos funcionais para mensurar a
atividade destas kinases, pois a principio o efeito prevalente seria o da PKA.

A atividade da Na*-ATPase foi verificada pela primeira vez em eritrécitos de
individuos obesos. Em células renais e em cardiomiocitos, esta ATPase tem com
papel principal o ajuste fino do transporte de sédio, tendo sua atividade menor do que
a da Na*+K*-ATPase. Tanto sua atividade quando sua modulagédo por Ang Il, séo
diferentes da Na*+K*-ATPase, ela apresenta uma modulacdo mais rapida por Ang Il
e a via intracelular também é diferente (APERIA et al., 1994). Mais estudos séo
necessarios para mensurar a modulacdo das ATPases transportadoras de Na* de

membranas de eritrocitos por Ang Il e sua interacdo com a PKC e PKA na obesidade.

7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que a obesidade e o
sobrepeso levam a modificagdes das atividades da Na*+K*-ATPase e da Na*-ATPase,
como também de componentes do SRAA localizados nas membranas de eritrocitos.

Estas modificacbes bioquimicas seriam um reflexo de alteracbes hormonais que
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levariam a modificagdes na homeostase de sodio que consequentemente levariam a
geracao de hipertenséao arterial associada a obesidade. Mais experimentos devem ser
realizados para identificar os mecanismos alterados nestes eritrocitos e qual seriam
suas verdadeiras funcdes. A reducéo na atividade da Na*-ATPase e a Na*+K*-ATPase
de eritrécitos seriam importantes biomarcadores para sinalizar modificagdes iniciais

gue levariam a hipertensao arterial e a outras comorbidades associadas a obesidade.
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ANEXO |
UNIVERSIDADE

Comité de Etica em Pesquisa ‘/J UNIGRANRIO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliacdo dos
transportadores ativos priméarios de sédio e componentes do sistema renina
angiotensina aldosteronade eritrocitos de individuos obesos e com sobrepeso”.
Vocé foi selecionado por ordem de chegada e sua participacdo ndo € obrigatoria. A
gualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua
recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou com a
instituicdo (Unigranrio). Os objetivos deste estudo séo estudar as associagdes entre
as medidas antropométricas, sua massa corporal (peso), pressao arterial, conteudo
de sédio intra-eritrocitario e a atividade dos transportadores ativos primarios de sédio
localizados no eritrocito.

Sua participacdo nesta pesquisa consistird 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 participacdo sao minimos. O principal beneficio relacionado com a sua
participacdo é o melhor conhecimento de sua saude no geral.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e
asseguramos o sigilo sobre sua participagéo. Os dados néo serédo divulgados de forma
a possibilitar sua identificacdo. Os resultados de seus exames serdo confidencias, ou
seja, somente o0 pesquisador tera acesso a suas informacdes e serdo utilizados
somente para o presente estudo. Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido ficara com o senhor (a), podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua
participacdo, agora ou a qualquer momento com 0sS pesquisadores responsaveis
Paulo André da Silva no telefone (21) 26727776 ou no e-malil
paulo.silva@unigranrio.edu.br, ou com Samira Fonte Zanon de Souza (21) 983011346
ou e-mail samira_zanon@yahoo.com.br.

Pesquisador Responsavel: Paulo André da Silva
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Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na
pesquisa e concordo em participar.

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 de20

Sujeito da pesquisa


about:blank

52

ANEXO Il

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

@ UNIGRANRIO ’;o PPUEZO

PROJETO DE PESQUISA - FICHA DE ANAMNESE

Nome: Data de Nascimento: /[
Endereco:
Telefone: Estado civil: Profisséo:

Questionario sociodemogréfico

Suacorouracaé:( )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. de 1 a 2 salarios
minimos () 4. de 2 a 3 salarios minimos () 5. mais de 3 salarios minimos

Nivel de escolaridade: Sabe ler e escrever? ( ) Sim () Néo

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 ja foi hospitalizado? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

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

5- Vocé esté 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 condi¢des:

8- Doencas congénitas do coragdo? ( )sim ( )ndo ( )né&osei

9- Doencas cardiacas (ex.: infarto, angina, derrame, pressao alta, pressao baixa?).
( )sim ( )ndo ( )néao sei

10- Respiracao dificil guando deitado ou sem fazer esforco? ( )sim ( )ndo ( ) n&o sei
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11- Inchago nos pés ou tornozelos? ( )sim ( )ndo ( ) néo sei

12- Dor, presséo ou mal estar no peito? ( )sim ( )néo ( ) ndéo sei

13-Febre reumética? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei

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

15-Sopro no coragdo? ( )sim ( )ndo ( ) néo sei

16- Desmaios, convulsdes ou epilepsia? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei

17- Dor de cabeca ( 2 ou mais vezes por semana)? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei

18- Tratamento nervoso? ( )sim ( )ndo ( ) néo sei

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

( )sim ( )ndo ( ) n&o sei

20- Hepatite, doencas hepaticas, ictericia? ( )sim ( )ndo ( )ndao sei

21-Doengas sexualmente transmissiveis (ex.: sifilis, gonorreia, AIDS)?

( )sim ( )ndo ( )nao sei

22-Artrite ou dores articulares? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei

23- Diabetes? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei

24- Demora na cicatrizagdo dos ferimentos? ( )sim ( )ndo ( ) n&o sei

25- Vocé urina mais de seis vezes pordia? ( )sim ( )ndo ( ) ndéo sei

26- Vocé sente sede a maior parte do tempo? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

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

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

29- Reacdo alérgica a: anestésicos, antibibticos (ex.: penicilina, tetraciclina), sulfa, analgésicos,
anti-inflamatorios, tranquilizantes, outros (ex.: alimentos, iodo, poeira)? ( )sim ( )ndo ( )n&osei
30- Vocé ja sofreu transfusédo sanguinea? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

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

33- Vocé teve uma variagdo recente no apetite? ( )sim ( )ndo ( )nd&o sei

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

35- Vocé sofreu tratamento com raios x, radio ou cobalto? ( )sim ( )n&o ( )ndéo sei

36 -Histdrico de cancer na familia? ( )sim ( ) ndo ( )nao sei
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37- Em caso de resposta positiva, qual tipo de cancer?
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 ( )ndosei
41- Vocé esta tomando algum horménio? ( )sim ( )ndo ( ) ndéo sei

Observacoes :

Data

Assinatura
Exame Fisico
Pressao Arterial
12 medida : PAS PAD
22 medida : PAS PAD
32 medida : PAS PAD
Peso:
Altura:
IMC:

() Eutréfico () Sobrepeso ( ) Obeso | ( )Obeso Il ( ) Obeso Il



Circunferéncia de Cintura:

Circunferéncia de Quadril:

Relacado Cintura — Quadril:
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