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Resumo

Relevancia. A obesidade e o sobrepeso constituem uma das grandes pandemias do
século XXI, que se expande tanto em paises desenvolvidos quanto em regides com
baixo desenvolvimento econémico e social, tendo a hipertensao arterial — também em
expansao — como uma de suas principais co-morbidades.

Objetivos. Investigar as caracteristicas de uma associagao entre evolugao da massa
corporal (BM), deposigao de tecido adiposo visceral, modificagdes da pressao arterial
e alteragcbes da homeostasia corporal de Na* no contexto do possivel estabelecimento
de uma sindrome metabdlica em ratos jovens. Para isto, os animais foram alimentados
com uma dieta hipercaldérica e hiperlipidica, enriquecida de Na* até uma idade
equivalente a do final da adolescéncia em humanos, investigando a influéncia da Ang-
(3—4) um potente antagonista dos efeitos de Ang II.

Metodologia. Ratos Wistar machos (58 dias de vida) foram expostos a duas dietas
diferenciadas: (i) controle (CTR) seguindo as normas AIN-93 e (ii) hipercalérica e
hiperlipidica (HL), na qual 70% das calorias sdo provenientes de lipideos, e cujo
conteudo de Na* foi 32% e 56% maior (em relagdo ao CTR) em duas criagcbes
sucessivas. Aos 104 dias os ratos foram individualizados em gaiolas metabdlicas para
receber — ou nao — quatro doses de Ang-(3—4) por via oral (80 mg/kg BM), em
intervalos de 12 h, estabelecendo-se quatro grupos: CTR, HL, CTR+Ang-(3-4),
HL+Ang-(3—4).

Resultados. Ao longo de 106 dias foi sendo estabelecida uma diferenca
progressivamente maior na massa corporal (BM) dos ratos HL em relagdo ao CTR,
alcando um sobrepeso de 17% ao final do periodo. Os ratos HL também apresentaram
um acentuado aumento de tecido adiposo perirrenal (50%) e epididimal (80%), este
um marcador de modificagbes na gordura visceral, com adipdcitos de maior tamanho.
Os ratos HL desenvolveram uma moderada hipertensao: pressao arterial sistélica
(PAS) de 140 vs 131 mmHg nos ratos CTR, que retornou para os valores destes (128
mmHg) apdés administragao de Ang-(3—4). As ingestas caldrica e de Na* dos ratos HL
foram semelhantes as dos ratos CTR; porém, a excregao urinaria de Na*em 24 h
(UnaV) foi inferior nos ratos HL. Estes tiveram um acentuado balancgo positivo (Ingesta
de Na* - UnaV ~0,6 mequiv Na*/24 h/100 g BM vs ~0,1 no grupo CTR) que se tornou
negativo (~-0,5 mequiv Na*/24 h/100 g BM) ap6s a administragdo de Ang-(3—4), ao
provocar uma acentuada redugéo da ingesta, sem mudanga na UnaV. A [Na*]pis dos
ratos HL foi significativamente menor que a dos ratos CTR (142 vs 147 mM) mesmo
com ingesta semelhante, retornando para os niveis destes ultimos apds a
administracado de Ang-(3—4), apesar do acentuado balan¢o negativo de Na* que ela
provocou. A atividade da (Na*+K*)-ATPase de tubulos proximais se encontrava
aumentada nos tubulos contornados proximais (*63%) e no ramo ascendente grosso
da alga de Henle na mesma proporcdo. A Na*-ATPase resistente a ouabaina
aumentou em ~40% em tubulos proximais. Em ratos HL que receberam Ang-(3—4)
todas as atividades retornaram para os valores CTR, que no tiveram suas atividades
modificadas pela administracdo do peptideo. A dieta HL levou a um aumento na
densidade de receptores de Ang Il do tipo 1 (AT1R) (*80%) e a uma diminuicado da



densidade dos receptores do tipo 2 (AT2R) em ~30%. Apos Ang-(3—4), a densidade
de AT1R retornou aos niveis dos ratos CTR, sem mudangas nestes ultimos. A
infrarregulacao de AT2R nao foi modificada. As alteragdes descritas se inseriram num
quadro de sindrome metabdlica, com glicemia no jejum aumentada levemente (*20%),
aumento da resisténcia a insulina (aumento da area abaixo da curva glicémica HL de
~15%, lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade aumentadas (x80%) e as de alta
densidade diminuidas (*50%). Os triglicerideos diminuiram em (*35%), possivelmente
como resultado da intensa deposicédo no tecido adiposo visceral. A estas alteragdes
se somou um significativo aumento do acido urico plasmatico (x100% mais alto que
no CTR) que retornou aos valores dos ratos CTR apés Ang-(3—4) sem, novamente,
influenciar a uricemia destes.

Conclusoées. Uma dieta hipercaldrica rica em lipideos, com um conteudo de Na*™ mais
alto que o normal, a ratos jovens induziu uma moderada , hipertensao arterial sistélica,
possivelmente como resultado de alteragbes na distensibilidade dos grandes vasos.
A Ang-(3—4) reverteu o quadro hipertensivo, indicando que o mecanismo subjacente
dependia de ativacdo do sistema renina-angiotensina (RAS). A diminuida [Na*]pis
encontrada com um balanco positivo de Na* aumentado 5 vezes e hiperatividade das
ATPases transportadoras de Na* em tubulos renais é indicativa de que estes ratos
foram acumulando lentamente Na* em compartimentos osmoticamente silenciosos,
formados por glicosaminoglicanos, ao longo do periodo em que foram desenvolvendo
sobrepeso e se tornando hipertensos. Pode ser concluido ainda que o Na* foi
mobilizado destes compartimentos e eliminado na urina — apesar do acentuado
balang¢o negativo em decorréncia de uma ingesta fortemente inibida — como resultado
do retorno das atividades das ATPases transportadoras de Na* nos tubulos renais
para valores CTR. O perfil lipidico correspondeu ao de uma sindrome metabdlica com
a diminuigdo de triglicerideos plasmaticos podendo ser atribuido a uma acentuada
deposigdo em adipdcitos alterados da gordura visceral. A hiperuricemia pode ser
atribuida a um aumento da reabsor¢do que, assim como no caso da suprarregulagao
das ATPases de Na*, decorre da hiperatividade do RAS renal e sistémico. Em sintese,
pode ser concluido que um RAS hiperativado, em decorréncia de uma excessiva
quantidade de calorias provenientes de uma dieta com alto teor de gordura e Na®,
pode ser contrarregulado pelo mais curto peptideo derivado de angiotensinas atuando
somente em microambientes pré-hipertensivos, com potenciais aplicagdes para o
tratamento de elevada pressao arterial em humanos.

Palavras-chave. Obesidade associada a hipertensdo — Sistema renina-angiotensina
— Ang-(3—4) — Suprarregulacdo de ATPases renais transportadoras de Na*— Acumulo
de Na* em compartimentos osmoticamente silenciosos



Abstract

Background. Obesity and overweight are the great pandemic at the beginning of the
21%t century, which is growing in both developed and developing countries.
Hypertension, which is also expanding worldwide, is one of the most important co-
morbidities of obesity/overweight.

Objectives. Investigate the possible association among evolution of body mass (BM),
accumulation of visceral fat, modifications in blood pressure and alterations in corporal
Na* homeostasis in the context of a possible metabolic syndrome in young rats. The
animals received a hypercaloric and hyperlipidic diet containing high Na* up to an age
equivalent to adolescence in humans. We also aimed to investigate the effects of Ang-
(3—4) a potent antagonist of the Ang Il actions in several processes and systems.
Methods. Male Wistar rats (aged 58 days) received two types of diets: (i) control (CTR)
according to Al-93 recommendations and (ii) hypercaloric and hyperlipidic (HL) (70%
of the calories from lipids), also containing 32% and 56% more Na*than the CTR diet,
in two successive breedings. Growing was followed during 104 days and BM was
recorded weekly. At day 104 the rats were housed in metabolic cages and received,
or not, four oral doses of Ang-(3—4) (80 mg/kg BM) at 12 h intervals. Thus four groups
were formed: CTR, HL, CTR+Ang-(3—-4), HL+Ang-(3—4).

Results. The progressive increase in BM was higher in HL rats when compared to the
CTR group; an overweight of 17% was found at the end of the period of 106 days.
They also presented with increased visceral adipose tissue: and increase of 50% and
80% was found in the perirenal and epididymal fat, respectively, showing adipocytes
of augmented size. HL rats developed moderate hypertension: systolic arterial
pressure (SAP) of 140 mmHg vs 131 mmHg in the CTR. SAP in HL decreased to 128
mmHg after Ang-(3—4) administration. Both groups consumed the same amount of
calories and Na*; however, the urinary Na* excretion in 24 h (UnaV) was lower in HL
rats and the daily Na* balance was remarkably positive (Na* intake - UnaV 0,6 mequiv
Na*/24 h/100 g BM vs ~0,1 in the CTR group), and became negative after Ang-(3—4)
administration (=-0,5 mequiv Na*/24 h/100 g BM), as the result of the remarkably
reduction of Na* intake without modification of UnaV. The [Na*]pis in HL rats was lower
than in CTR rats (142 vs 147 mM) even though the intake was similar, and returned to
CTR levels after Ang-(3—4) administration, despite the negative Na* balance it induced.
The (Na*+K*)-ATPase activity of renal proximal tubules increased ~63% and in the
same proportion in the thick ascending limb. After Ang-(3—4) administration the
activities dropped to CTR values, which were not modified by the peptide. Upregulation
of Na* transporting ATPases in HL membranes was accompanied by an increased
density of type 1 Ang Il receptors (AT1R) (*80%), with simultaneous decrease of type
2 Ang Il receptors (*30%). After Ang-(3—4), the abundance of AT1R decreased to CTR
levels, which again showed no modification by the peptide. The downregulation of
AT2R remained unchanged. The HL rats developed metabolic syndrome. Fasting
glucose slightly increased by 20% (though significantly) with increased insulin
resistance (the total area under the HL glycemic curve increased ~15%) together with



an augment (=80%) and a decrease (~35%) of low density and high density
lipoproteins, respectively. We encountered a puzzling decrease in triglycerides, likely
due to their intense recruitment by visceral adipose tissue. Together with the above
alterations, HL presented with higher concentrations of uric acid in plasma (*100%
higher than CTR), which returned to the levels of CTR after Ang-(3—4). Again, no effect
was encountered in the case of CTR rats.

Conclusions. The hypercaloric and hyperlipidic diet containing higher Na* than the
CTR diet led to moderate systolic hypertension in young rats, possibly by altering the
distensibility of large vessels (decreased compliance). That Ang-(3—4) normalized
blood pressure is indicative that the diet led to activation of the renin-angiotensin
system. The decreased [Na*]pis, that was found with simultaneous 5-times higher
positive Na* balance and hyperactivation of renal Na* transporting ATPases, indicates
that the HL rats gradually accumulated Na* in osmotically inactive compartments
formed by glycosaminoglycans structures, during the 106 days period in which they
developed overweight and hypertension. Moreover, one can conclude that Na* was
mobilized from these compartments and then eliminated in the urine — despite the
remarkable negative balance as the result of a strongly inhibited intake — due to the
Ang-(3—4)-induced decrease in the activities of renal tubules Na* transporting
ATPases. The plasma lipid profile was that usually found in metabolic syndromes,
except for the decreased triglycerides likely due to the intense depot in metabolically
altered adipocytes from the visceral fat. The hyperuricemia could be attributed to an
increased reabsorption of uric acid in proximal tubule cells due to RAS activation, as
in the case of Na* transporting ATPases. In summary, it can be concluded that the
hyperactive RAS, as a consequence of an excess of calories coming from the elevated
dietary fat and potentiated by the high Na*, can be counteregulated by the shortest
angiotensins-derived peptide solely acting in a prohypertensive microenvironment,
with potential applications for the treatment of elevated blood pressure in humans.
Keywords. Obesity-associated hypertension — renin-angiotensin system — Ang-(3—4)
— Upregulation of renal Na* transporting ATPases — Na* accumulation in osmotically
silent compartments.
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1. Introducgao

1.1. Panorama de obesidade no mundo

A obesidade passou a ser considerada um dos mais severos problemas de
saude publica tanto nos paises desenvolvidos — especialmente no Hemisfério Norte —
quanto, mais recentemente, nos paises em desenvolvimento, e hoje é considerada
uma das grandes epidemias contemporaneas (Hruby et al., 2015; Xie & Bollag, 2016;
West-Eberhard, 2019) pela prevaléncia e pela crescente incidéncia, como o mostra a
Figura 1. Em 2014, a Organizacdo Mundial da Saude estimou a existéncia de em torno
de 2 bilhées de adultos com sobrepeso em todo o mundo, para uma populagao total
de pouco mais de 7 bilhdes, sendo que destes mais de 600 milhdes eram
considerados obesos (Xie & Bollag, 2016); ou seja com um indice de massa corporal
(IMC) > 30 kg/m? (um IMC > 25 kg/m? é aquele que define o sobrepeso em adultos).
Pouco mais de uma década atras havia sido alertado que, se a tendéncia secular se
mantiver, ao se chegar a 2030 em torno de 40% da populagdo adulta mundial
apresentaria sobrepeso e 20% seria obesa (Wang et al., 2008, cf. Hruby et al., 2015).

Nos paises desenvolvidos, nos quais a obesidade é facilmente associada ao
crescimento econdmico, a industrializacéo, ao transporte mecanizado, a urbanizacéo,
ao sedentarismo em aumento e ao crescente consumo de alimentos processados, 0
percentual de adultos obesos dobrou o quadruplicou nos ultimos 30 anos (Hruby et
al., 2015). Nos Estados Unidos de América, projeta-se que em 2030 mais de 50% da
populacao adulta seja obesa e que em torno de 90% apresente sobrepeso (Figura 2)
e em 2048 todos os americanos adultos terdo sobrepeso ou serdo obesos (Wang et
al., 2008), se as condig¢des sociais e o estilo de vida das populag¢des forem mantidos.
Este ponto sera retomado pouco mais adiante desde uma nova perspectiva.
A transicado do conceito de obesidade de “epidemia” para o de “pandemia” comecgou
quando se comprovou uma tendéncia similar de crescimento — embora com uma
quantificagcdo e uma projecdo menos precisas — nos paises em desenvolvimento,
incluindo aqueles de condigdes econdmicas que causam grandes privagdes (Hoffman,
2004; Bhurosy & Jeewon, 2014). Nesses paises também houve, nos ultimos 30 anos,
importante mudangas demograficas, ambientais, econdmicas e culturais que
propiciaram um progressivo aumento da incidéncia de obesidade. Ja no inicio deste

século (Hoffman, 2004), comecgou a ser apontada a mudanga da dieta em paises em



desenvolvimento em termos de mais gordura, mais comida, mais agucar e maiores
porcdes, contribuindo para o que passou a ser chamada de “transi¢cao nutricional”,
uma combinacao de acesso aumentado aos alimentos com atividade fisica diminuida.

Em funcao das precarias condigdes socioecondmicas predominantes para as
populagdes destes paises, o custo dos alimentos passou a governar em boa parte —
junto com as condi¢des de oferta — as escolhas alimentares, favorecendo a utilizagao
de carboidratos e gorduras, dentre estas especialmente as trans-saturadas (Bhurosy
& Jeewon, 2014). No contexto da presente tese, deve ser mencionado como alteragao
adicional da composicdo alimentar que contribui para a etiopatogenia de co-
morbidades associadas a obesidade a elevada ingesta de Na*, como é caso do Brasil,
onde a média do consumo de NaCl é quase o dobro do recomendado pela
Organizagao Mundial da Saude (Mill et al., 2019).

1.2. Impactos da obesidade na saude e econémicos

Os custos médicos da obesidade s&o extremamente altos e cresceram
com ritmo acelerado nos ultimos anos. Apenas nos Estados Unidos da América eles
aumentaram de aproximadamente 80 bilhdes de dolares anuais em 1998 para 150
bilhdes em 2008 (Hammond & Levine, 2010), com uma projeg¢ao que os aproxima de
1 trilhdo em 2030 (Wang et al., 2008). As informacgdes, escassas ou de registro ndo
sistematico em paises de baixo ou médio desenvolvimento econdmico, nao permitem
ter uma visdo quantitativamente rigorosa do impacto econémico da obesidade na
maioria deles. Todavia com as informacbes referentes aos Estados Unidos da
América, a estimativa de que em 2014 (Dobbs et al., 2014, cf. Tremmel et al., 2017) o
peso econdmico da obesidade correspondeu a mais de 2 trilhdes de dolares no mundo
(ou ~3% do PIB mundial), & possivel concluir que nos paises em desenvolvimento ele
foi substancialmente alto, uma condigdo agravada pelas geralmente precarias
condicdes de cuidados a saude. Este peso econdmico decorre do custo dos cuidados
meédicos propriamente ditos, do absenteismo, da perda de produtividade, da morte

precoce e da invalidez e daqueles intangiveis como a qualidade de vida.
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Share of adults that are overweight or obese

Being overweight is defined as having a body-mass index (BMI) greater than or equal to 25. Obesity is
defined by a BMI greater than or equal to 30. EMI is a person’s weight in kilograms divided by his or her
height in metres squared.

70%
Americas
60% Europe
Brazi
50%
40%
Western Pacific
30% Africa
20% South-East Asia
10%
0%
1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2016
Source: WHO, Global Health Observatory CCBY

Figura 1. Aumento da incidéncia de obesidade em diferentes paises do mundo
1975-2016. Na abscissa estdo apresentados os anos, na ordenada estdo descritos
os percentuais de individuos obesos de cada pais acima de 18 anos (IMC > 30 kg/m?).
Fonte: Our World in Data, Oxford University. Imagem acessada em 29 de janeiro de

2020 em http://www.ourworldindata.org/obesity. Para dados do Brasil, ver adiante

Figura 3.
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Figura 2. Projecdo de aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade na
populagao adulta dos Estados Unidos. (A) Soma de sobrepeso e obesidade (IMC
> 25 kg/m?). (B) Obesidade (IMC > 30 kg/m?). A partir da taxa de crescimento entre
1976 e 2004 (esquerda da linha vertical tracejada) é projetado o crescimento ao longo
do século XXI com base num modelo de regressao linear (Wang et al., 2008).

Reproduzida com permisséo de Wang et al. (2008).



12

Dentre as patologias associadas a obesidade se destacam a hipertensdo —com
suas repercussodes no sistema cardiovascular como um todo — e a diabetes mellitus
tipo 2, geralmente fazendo de um quadro mais amplo de alteracdes englobadas na
chamada “sindrome metabdlica” que inclui ainda alteragdes no colesterol e nos
triglicerideos, que aumentam o risco cardiovascular (Motillo et al., 2010). Alguns tipos
de cancer, principalmente de célon (Kang et al., 2011) tém sido também associados a
obesidade. A obesidade abdominal, especialmente 0 aumento anormal da gordura
visceral, um tecido com importantes fungdes imunes, € considerada hoje um fator de
risco aumentado para as complicagdes associadas a obesidade (West-Eberhard,
2019).

No Brasil, onde a taxas de sobrepeso e obesidade sao altas em todas as
regides, e em todas as faixas de idade (Figura 3), o seu crescimento nas ultimas duas
décadas pode ser considerado alarmante. Os dados referentes as porcentagens
mostradas na Figura 3 foram confirmados por aqueles obtidos em 2018 na Pesquisa
de Vigilancia de Fatores de Risco e Protegdo para Doengas Cronicas por Inquérito
Telefénico (Vigitel, 2018), permitindo ainda comparagdes com anos anteriores,
revelando assim esse crescimento, especialmente da obesidade. Esta atingia 12% da
populagao em 2008, quase duplicando em 2018: 20%. O sobrepeso, que atingia 43%
da populacdo em 2006, passou para 56% em 2018, porcentagens que, no seu
conjunto permitem o registro de aproximadamente 110 milhdes de brasileiros com
sobrepeso e de 40 milhdes de obesos, com predominio entre a populagao de baixa
renda.

Em relagcdo aos custos econémicos da obesidade e patologias associadas no
Brasil, encontramos 3 estudos académicos de metodologias diferentes com foco no
tratamento ambulatorial e hospitalar no SUS (Sichieri et al., 2007; Bahia et al., 2012;
Oliveira et al., 2015) e uma revisdo (Bahia & Araujo, 2014). Com base nos riscos
relativos a obesidade (desfechos) existentes em bancos de dados internacionais e a
prevaléncia de sobrepeso e obesidade acima mencionados, Bahia et al. estimaram
que o SUS gasta anualmente mais de R$ 3,5 bilhdes no tratamento dessas patologias,
uma porcentagem muito pequena do PIB (0,1% contra ~0,5% na Alemanha, por
exemplo), claramente devida ao baixo investimento em saude publica no Brasil. Nao
se encontraram dados referentes ao sistema de saude complementar. Mesmo com a

incorporagao de itens, ndo incluidos no estudo de Bahia et al., como cirurgia bariatrica,
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medicacdo, consultas médicas, ortopedia e proteses (de Oliveira et al., 2015), os
gastos no Brasil com a obesidade e suas patologias associadas sdo modestos quando
comparados com os de paises desenvolvidos.

A Figura 3 antecipou altas porcentagens de obesidade infantil e juvenil no
Brasil. Esta € também uma realidade mundial: a obesidade infantil aumentou 10 vezes
nos ultimos 40 anos entre criangas e adolescentes (NCD-RisC., 2017) (Figura 4). Para
além da crescente incidéncia per se, a obesidade infantil € considerada um grave
quadro, preditor de toda uma vida nas mesmas condigdes de sobrepeso ou obesidade
com suas complicagdes (Singh et al., 2008) uma vez que: (i) a perda de peso e a
manutencgao desse estado apds a perda é dificil de conseguir (MacLean et al., 2015);
(i) antecipa o risco de aparecimento precoce de doengas crénicas como a diabetes
tipo 2 (Must et al., 2010; Park et al., 2012); (iii) a obesidade na infancia e na
adolescéncia tem adversas consequéncias psicossociais e baixo aproveitamento
escolar (Lobstein et al., 2004; Caird et al., 2013; Quek et al., 2017). Numa dimensao
que sera retomada novamente mais adiante, ha relacbes entre as experiéncias de
uma crianga em seu ambiente (como por exemplo, maltrato) e o desenvolvimento de
obesidade (Danese & Tan, 2014). Para além do aumento da incidéncia de desfechos
metabdlicos como a diabetes tipo 2, o risco cardiovascular na idade adulta, associado
ou nao a uma sindrome metabdlica, aumenta significativamente, como o demonstra a
avaliacdo e comparacao de diferentes parametros circulatorios (Nadeau et al., 2011).

Numerosos estudos focam, em diferentes paises e regidées do mundo, relagdes
entre diminuicdo da desnutricio e o aumento da obesidade. E embora esses
processos existam com essa vetorialidade (NCD-RisC., 2017), a desnutricdo constitui
ainda uma outra epidemia de distribuicdo universal, especialmente entre os paises
menos desenvolvidos e em regides pobres ou conflitadas de paises desenvolvidos
(Malik et al., 2013), incluindo regides rurais e grandes regides metropolitanas como as
encontradas no Brasil, onde coexiste com altas taxas de obesidade (Conde &
Monteiro, 2014). A Figura 5 mostra que, junto as altas taxas de obesidade nos Estados
Unidos da América, Arabia Saudita e Europa se encontram as extensas regidées com
elevados indices de desnutricdo, especialmente infantil, da Africa Subsaariana. E,
novamente deve ser destacado que, em muitos paises, as duas epidemias se

sobrepdem.
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Figura 3. Taxas de sobrepeso e obesidade (IMC > 25 kg/m?) nas diferentes
regides do Brasil. As cinco regides sao identificadas na cor verde. Os quadros
correspondentes indicam porcentagens da populagdo em faixas etarias diferentes (5
a 9 anos, 10 a 19 anos, adultos) com sobrepeso e obesidade. Fonte: Abeso.org.br,
acessado em 29 de janeiro de 2020 em http:/www.abeso.org.br/atitude-

saudavel/mapa-obesidade.
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Ha outro elo entre obesidade e desnutricdo para além de sua associagdo como
duas pandemias contemporaneas. E ele pode ser resumido na seguinte constatagao
que vem do final do século passado: “o retardo do crescimento, atribuido a desnutricao
durante a infancia, encontra-se associado com obesidade em paises em
desenvolvimento” (Sawaya et al., 1995; Popkin et al., 1996; Schroeder et al., 1999; cf.
Hoffman, 2004 ). Esta associag&o constitui um exemplo de “programagéo metabdlica”,
na qual privagées nutricionais durante a vida intrauterina ou na primeira infancia
resultam em alteragbes metabdlicas permanentes que aumentam o risco de
resisténcia a insulina, hipertensdo e obesidade na vida adulta (Baker, 1997a; Baker,
1997b). Mais recentemente, foi acrescentado a este conceito o da predisposi¢ao as
mais diversas alteragdes inflamatdrias que acompanham estas alteragdes (Ellulu et
al., 2017), especialmente intensas quando ha aumentos significativos da gordura
visceral (West-Eberhard, 2019).

A programacao de obesidade por desnutricdo e retardo do crescimento se
acentua por causas que aumentam o risco. Uma delas é a associacao entre
urbanizacao e modificacbes de habitos alimentares e comportamentais como os da
substituicdo de dietas ricas em frutas, vegetais e legumes com poucos alimentos
processados e ricos em agucar por alimentos ricos em gorduras, processados, com
alto conteudo de carboidratos (Popkin et al., 1996; Caballero & Rubinstein, 1997) e,
frequentemente, alto conteudo de sal, como ja mencionado acima (Mill et al., 2019).
Estes habitos alimentares sdo frequentemente acompanhados de acentuada
modificagao de outros aspectos do comportamento, especialmente os relacionados a
atividade e ao declinio progressivo da atividade fisica (Hoffman, 2004; Malik et al.,
2013).

1.3. A obesidade compondo a Sindemia Global

O quadro de coexisténcia de obesidade e desnutricdo, de magnitude e
caracteristicas diferentes dependendo da regido do mundo (NCD-RisC., 2017), passou
a ser associado a outro grande desafio cuja relevancia adquiriu reconhecimento em
tempos recentes: o da pandemia representada pelas mudancgas climaticas (Swinburn
et al., 2019). Emerge assim o conceito de “sindemia” (Figura 6), conjunto sinérgico
das 3 pandemias que hoje afetam todos os individuos em todas as regiées do mundo:

desnutricdo, obesidade e mudangas climaticas. Esta associacéo ja é considerada ca-
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Prevalence of obesity* among children and adolescents, ages 5-19, 1975-2016 (crude estimate): Both

A sexes, 1975

View by sex/year Filter by WHO region Halp Print

Map (mouse over country to display data)

B Prevalence of obesity* among children and adolescents, ages 5-19, 1975-2016 (crude estimate): Both
sexes, 2016

View by sex/year Filter by WHO region Help Print

Map (mouse over country to display data)

Figura 4. Expansdo da obesidade no mundo em criangas e adolescentes (5-19
anos) de ambos os sexos entre 1975 e 2016. (A): 1975. (B): 2016. O aumento da
intensidade da cor verde indica aumento da prevaléncia de obesidade no periodo.
Fonte: OMS, acessado em 29 de janeiro de 2020;
http://who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight obesity/obesity adolescents/en/.
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-tastrofica, pelo especialmente forte impacto na infancia (Pacheco, 2020).

O conceito de pandemias compondo uma sindemia implica no reconhecimento de 3
caracteristicas: (i) elas ocorrem ao mesmo tempo e no mesmo lugar; (ii) elas
interagem sinergicamente uma com as outras aos niveis bioldgico, psicoldgico, social
e ambiental; (iii) elas compartilham fatores sociais indutores e subjacentes comuns
(Singer, 2006; Swinburn et al., 2019; Dietz, 2020), como pode ser apreciado na Figura
6. E estes fatores subjacentes comuns podem ser agrupados em 4 conjuntos
interatuantes: (1) alimentos e agricultura, (2) transporte, (3) desenho urbano e (4) uso
do solo.

Assim, as interacdes entre as 3 pandemias (obesidade desnutrigdo, mudangas
climaticas) ocorrem ao nivel de individuos e de populagdes em 4 conjuntos de
sistemas/estruturas humanos mostrados na Figura 6: os microssistemas (contorno
amarelo claro), os mesossistemas (contorno amarelo escuro), os macrossistemas
(contorno laranja) e o sistema de governanga (contorno vermelho), interceptando-se
e com os sistemas naturais (centro verde), interagbes a partir dos quais se originam
os indutores comuns.

Estas consideragdes nos remetem, agora de maneira conjunta, a resumir
informagdes quantitativas a respeito do custo econdmico ja analisadas na subsegao
anterior. Obesidade e desnutricdo afetam mais de 3 bilhdes de pessoas em todo o
mundo e 200 milhdes de criangas tém seu crescimento reduzido, os custos da
obesidade respondem por 3% do Produto Interno Bruto do mundo (GDP) e os custos
da desnutricdo na Asia e na Africa variam entre 4 e 11% (Swinburn et al., 2019; Dietz,
2020). Por fim, os custos das mudangas climaticas — que afetam de maneira
desproporcionada os paises pobres (Dietz, 2020) — representardo, se seu curso
permanecer inalterado, mais de 7% do GDP em 2100 (Kahn et al., 2019).

Se a primeira vista a relagao entre desnutricdo e mudancgas climaticas aparece
com clareza como, por exemplo, na relacdo entre desmatamento, desertificacdo e
diminuicao da oferta de alimentos, ela ndo é tao aparente no caso da associacao de
mudancas climaticas com obesidade. Encerraremos esta subse¢ao apresentando um
exemplo extraido de recente publicagéo (Dietz, 2020) mostrando que a obesidade e
suas complicacbes podem ser associadas ao aumento dos gases do efeito estufa
(GHG).
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Share of the population that is undernourished. 2016
This is the main FAO hunger indicator. It measures the share of the population that has a caloric intake .
which is insufficient to meet the minimum energy requirements necessary for a given individual. Countries

with undernourishment under 2.5% are automatically given a value of 2.5%.

No data <25% 25% 5% 10% 20% 40% >60%6
T 3
B Share of adults that are obese. 2016

Obesity is defined as having a body-mass index (EMI) equal to or greater than 30. BMI is a person’s weight
in kilograms divided by his or her height in metres squared.

Nodata 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% >40%
1 | I :

Figura 5. Percentual da populagao em estado de desnutricao e obesidade em
2016. (A) Porcentual da populagao com desnutricdo. Imagem acessada em 31 de
janeiro de 2020: https://ourworldindata.org/hunger-and-undernourishment.  (B)
Populagdo com sobrepeso e obesidade. Imagem acessada em 31 de janeiro de 2020:
http://www.ourworldindata.org/obesity. A barra horizontal em ambos os painéis mostra
a correspondéncia entre cores das imagens nos mapas e porcentual da populagdo em
estado de desnutricdo ou obesidade.
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O autor destaca que o metano, um dos mais potentes GHG, produzido pelo gado para
fazer frente as demandas crescentes pelo consumo de carne, € reconhecidamente
associado a degradagao do meio ambiente, gerando em torno de 10% dos GHG nos
Estados Unidos da América e, por outro lado, o consumo exagerado de carne —
especialmente com gordura, acrescentamos — esta associado com obesidade,
doencgas cardiovasculares e cancer de colon. O autor prossegue apontando para o
fato de que os padrdes prevalentes de desenho urbano e uso do solo favorecem o
uso de automoveis, que contribui para a obesidade ao induzir o abandono de
transporte fisico como a bicicleta e a caminhada, além de gerar quase 30% dos GHG
no mesmo pais. Por fim destaca — mostrando a triplice associagdo que a Figura 6
apresenta através das setas na parte superior — que o desperdicio de alimentos,
frequente quando a oferta é excessiva, gera aproximadamente 8% dos GHG,
concluindo que o aquecimento global causado pela producdo crescente de GHG
aumenta a frequéncia de catastrofes naturais e reduzem o conteudo de proteinas e
micronutrientes nas culturas, o qual contribui para a inseguranca alimentar e a

desnutricdo em paises e populagdes de baixa renda.

1.4. Tecido adiposo e inflamagao no contexto da obesidade

A acumulacao de tecido adiposo € um dos fendtipos mais caracteristicos da
obesidade decorrente de um balancgo calérico positivo (Hill et al., 2013). De uma forma
ampla, o tecido adiposo ¢é dividido em tecido adiposo marrom e tecido adiposo branco
(Caron et al., 2018), sendo que mais recentemente, passou a ser reconhecido o papel
de um terceiro tipo de tecido adiposo: o bege (AlZaim et al., 2020). O remodelamento
patoldgico do tecido adiposo branco, com hipertrofia adipocitaria, resisténcia a insulina
e hipertensao — dentre outras manifestagdes — conjuntamente com inflamacgéao crénica
e acumulacéao de gordura visceral, constituem elementos fisiopatoldgicos da sindrome
metabdlica (Porro et al., 2020). A localizagao do tecido adiposo e sua fisiopatologia, e
especialmente o tipo de células inflamatdrias e de citocinas secretadas determinar o
tipo e a evolugdo de quadros patoldgicos associados a obesidade (AlZaim et al.,
2020), hoje considerada uma doencga inflamatdria cronica. As adipocinas, citocinas
secretadas pelo tecido adiposo branco, sdo horménios que regulam desde a
resisténcia a insulina até a homeostasia cal6rica do organismo como um todo e, em

obesos sem comorbidades,
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Figura 6. Sindemia global de obesidade, desnutricio e mudang¢as climaticas.
Interacdes entre as trés pandemias ao nivel de individuos e de populagcdes em quatro
conjuntos de sistemas humanos (microssistemas, mesossistemas, macrossistemas e
de governanga), que interagem entre si e com os sistemas naturais. A figura indica
que a partir destes sistemas se originam indutores comuns para as trés pandemias,
consideradas desvios da saude e do bem-estar humanos e da saude e bem-estar
ecoldgicos. Reproducgéao de painel de figura de Swinburn et al. (2019), com permissao.
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ha um balango entre adipocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias.O aparecimento
de comorbidades € sinal de predominio de adipocinas pré-inflamatérias como leptina
e lipocalina 2 (Mancuso, 2016; AlZaim et al., 2020). Outro ponto importante sdo os
efeitos da restricao caldrica (a causa mais frequente de desnutricdo) e da obesidade
nas populagdes de leucdcitos, secrecdo de adipocinas e inflamagdo crénica
(Mancuso, 2016).

A inflamacéo e o acumulo de gordura visceral em territorios especificos, como
o perivascular, o pericardiaco e o perirenal, influenciam os perfis e o curso das que
hoje s&do denominadas adisopatias (Su & Chang, 2020). Estes processos se acentuam
quando associados a um disbalan¢o de adipocinas, como por exemplo entre leptina e
adiponectina. Este o caso de patologias como a sindrome metabdlica de modo geral
(Pham & Park, 2020), diversos tipos de cancer associados a obesidade (Weihe et al.,
2020), o declinio cognitivo e o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas em
pessoas obesas (Forny-Germano et al., 2019). E considerado também um dos
mecanismos que contribuem para o estabelecimento de hipertensao arterial sistémica
em homens e mulheres (Kim et al., 2013; Xia et al., 2015), num quadro de acumulo
de gordura visceral e inflamagao perivascular e pericardica. Possivelmente, as agdes
opostas de suas vias de sinalizagao a partir dos respectivos receptores ObR (leptina)
e AdipoR1/2 (adiponectina) na produgao de espécies reativas de O2, desempenham
um papel no curso do processo inflamatério no tecido adiposo visceral (Pham & Park,
2020).

Outro disbalango entre citocinas que deve ser considerado por seu papel
central na inflamacéo, inclusive aquela associada a hipertensao arterial, € aquele
entre TNF-a e IL-6. Ambos séo secretados por mondcitos e macréfagos no local onde
se instala um processo inflamatério (incluindo o tecido adiposo em quadros de
obesidade), sendo que IL-6 € motivo de discussdo ha quase 40 anos acerca dos
papeis que desempenha. Caracterizada inicialmente como uma citocina pro-
inflamatdria (Kopf et al., 1994), estudos mais recentes demonstraram agbes anti-
inflamataorias no tecido adiposo e na sindrome metabdlica de maneira geral (Mauer et
al., 2014), discrepancias que poderiam ser explicadas pelo estagio do processo
inflamatadrio (inicialmente pré-inflamatéria e anti-inflamatoéria em estagios tardios) ou
pela localizagéo do processo (tecido adiposo ou musculo) (Fuster & Walsh, 2014). O
efeito anti-inflamatdrio resultaria na ativagao alternativa de macréfagos, levando a um

aumento da populagdo de macréfagos do tipo 2 (M2), de modo que as sinalizagoes
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alternativas mediadas por TNF-a e IL-6 modulariam o numero e a atividade células do
sistema inflamatorio com reflexos no sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS)
e na génese de hipertensio arterial sistémica (AlZaim et al., 2020). Este aspecto
especifico sera retomado no ponto seguinte.

A polarizagao de macrofagos para um fendtipo do tipo 1 (M1) acentua danos
cardiovasculares, incluindo a génese de hipertensdo e o remodelamento do tecido
cardiaco, enquanto que a polarizagao alternativa para M2 os atenua (Mouton et al.,
2020). Um passo importante antes do evento de polarizagdo € o de mobilizagado dos
macrofagos a partir dos reservatorios de células do sistema imune como resultado de
alteragdes do chamado “eixo neuro-humoral’. Estas alteragdes, moduladas por outros
sistemas como o sistema nervoso simpatico (SNS), sincronizaria essa liberagdo com
a do seu depdsito em territorios chave para a génese de hipertenséo arterial, como
por exemplo a gordura visceral em torno dos rins (Francischetti & Genelhu, 2006; Hall
et al., 2015). Nesses territorios, os niveis de IL-6 desempenhariam um papel central
na regulacao da polarizagao de macrofagos (Harwani, 2018). A Figura 7 apresenta as
complexas inter-relacdes entre células de tecido adiposo branco, células do sistema
imune (incluindo os M1 e M2 nos extremos de espectro da populagdo de macréfagos),

citocinas proé- e anti-inflamatoérias e o SNS.

1.5. Hipertensao associada a obesidade: mecanismos que envolvem
os rins, a gordura visceral, o sistema renina-angiotensina-

aldosterona e o sistema nervoso simpatico

As Figuras 8 e 9 (Francischetti & Genelhu, 2006; Hall et al., 2015) descrevem,
resumindo observagdes de diferentes estudos, como se originam sinais € como se
desencadeiam mecanismos a partir do tecido adiposo que culminam em hipertensao
arterial sistémica num cenario de sindrome metabdlica. E, embora as figuras mostrem
em geral efeitos unidirecionais, muitos deles se retroalimentam positivamente de
forma mutua, agravando o processo de progressiva instalagdo do quadro hipertensivo.
Na realidade, ao longo dos anos foram acumulando-se evidéncias de que, em maior
Ou menor grau, a maioria dos mecanismos e processos mostrados nas Figuras 7 e 8
interage entre si (Tanaka, 2006; Chandra et al., 2014).
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Figura 7. Interagdes das células do tecido adiposo branco. A figura apresenta

Tecido adoposo branco

algumas das complexas interagdes do tecido adiposo branco com o sistema nervoso
simpatico, através da secrec¢ao de leptina e a consequente modificacdo na resisténcia
vascular periférica, resultando no estimulo a migragdo de macréfagos e mondcitos,
desencadeando mecanismos inflamatérios que irdo favorecer a transformacgéo e
macréfagos M1 para macréfagos M2 nos locais de maior acumulo das células

adopoas.
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O excesso de gordura em diferentes regides do corpo, liberando acidos graxos e
leptina em quantidades aumentadas contribuem para a hiperatividade do SNS
(Rayner & Trayhurn, 2001), ja exacerbada pela producéo, também aumentada, a partir
de fatores que estimulam a liberagao de mineralocorticoides e os niveis circulantes de
aldosterona (Haynes, 2000). E, num circuito vicioso, 0 SNS e SRAA se estimulam
mutuamente e levam a um aumento da reabsorgao renal de Na* (Pontes et al., 2015),
com expansao do fluido do compartimento vascular, aumento do retorno venoso e do
débito cardiaco o que, conjuntamente com aumento da resisténcia vascular periférica,
leva ao aumento da pressédo arterial sistolica e diastolica (Francischetti & Genelhu,
2006). Em outro exemplo de aditividade de processos que contribuem para o aumento
da pressao arterial, o incremento nos niveis de aldosterona ativa seus receptores nos
segmentos distais do néfron estimulando a reabsor¢cdo de Na*, promovendo uma
orquestrada interacdo entre os diferentes mecanismos de transporte existentes na
heterogénea populagdo destes segmentos tubulares (Edwards & Crambert, 2017).
Mais recentemente, foi demonstrado que a ativacédo destes receptores no sistema
cardiovascular como um todo constitui um dos mecanismos centrais que levam ao
estresse oxidativo, fibrose, inflamagao e hipertensao (Buonafine et al., 2018).

O estimulo da secrecéao de citocinas pro-inflamatdrias pela gordura visceral em
excesso contribui para a alta resisténcia a insulina e as dislipidemias, bem como para
a instalagdo de um quadro inflamatério generalizado e de lipotoxicidade (Garbarino &
Sturley, 2009). No contexto da presente tese deve ser mencionado o estimulo, a partir
da gordura visceral, da atividade de neurdnios hipotalamicos que produzem pro-
opiomelacortina (POMC) (Figura 9) e que modulam a homeostasia energética corporal
e a distribuicdo da adiposidade (de Araujo & Velloso, 2020), especialmente durante o

consumo de dietas ricas em gordura (de Araujo et al., 2019).

1.6. Na*: O terceiro elemento da trilogia

Um terceiro elemento deve ser considerado para compor uma trilogia
com hipertensdo e obesidade: as alteragcbes no manejo renal de Na* que foram
identificadas, ha quase duas décadas, como um elo entre obesidade abdominal e

hipertensao (Strazzullo et al., 2001). Como mostrado na figura 9, foi proposto que
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Figura 8. Mecanismos de hipertensao associados a obesidade. Leptina,
angiotensina e acidos graxos livres aumentariam a atividade simpatica e hipotalamica.
A aldosterona poderia aumentar a pressao arterial em quadros de obesidade, agindo
sobre receptores de mineralocorticoides localizados no cérebro, rim e sistema
vascular (reproduzido de Francischetti & Genelhu, 2006, com permissao). Uma alga
adicional poderia ser acrescentada na parte esquerda da figura mostrando a influéncia
vasoconstritora do SNS e os efeitos inotropico e cronotropico contribuindo para a
génese de hipertensao.
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angiotensina-aldosterona; e SNS, sistema nervoso simpatico (modificado de Hall et

al., 2015 e reproduzido com permissao).
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uma reabsorg¢do aumentada de Na* provocada por excesso de gordura visceral (Hall
et al., 2015) contribui, de maneira determinante, na patogénese da hipertensao
associada a obesidade (Chandra et al., 2014; Fantin et al., 2019). Para além do rim,
um estudo recente apresentou evidéncias de que uma ingesta alta de NaCl pode levar
a obesidade induzindo a elevacgéo de niveis enddégenos de frutose (Lanaspa et al.,
2018), provocando ao mesmo tempo uma sindrome metabdlica (Ishimoto et al., 2012).

Na mesma época, foi demonstrado que a excessiva ingesta de NaCl pode levar
a aumentos da pressao arterial (Weinberger, 1996; Strazzullo et al., 2001), sendo
considerada um dos principais fatores subjacentes a génese da hipertensao e suas
complicagbes cardiovasculares (Grillo et al., 2019). Também, diferentes estudos em
animais e humanos demonstraram que alteragdes nas concentragdes plasmaticas de
Na* ([Na*])pis contribuem para um aumento do risco de hipertensdo e doencgas
cardiovasculares em geral (He & MacGregor, 2004; Cole et al., 2019). No entanto, e
também ao longo das ultimas duas décadas, tem sido proposto que para além de
alteracées nos conteudos de Na* dos compartimentos intravascular e intersticial, o
armazenamento de Na*® osmoticamente inativo em tecidos como a pele poderia ser
critico para o controle da pressao arterial e para a patogénese da hipertensao sensivel
ao sal (Titze et al., 2002; Titze et al., 2003; Titze et al., 2006; Titze & Luft, 2017;
Polychronopoulou et al., 2019). E isto seria aplicavel em seres obesos e magros. Este
armazenamento em proteoglicanos do tecido conjuntivo, especialmente — mas néo
unicamente — subcuténeo, se encontra representado nas Figuras 10 e 11.

A legenda da Figura 9 descreve em detalhe quais sdo essas estruturas
organizadas a partir de unidades de dissacarideos que, num nivel de complexidade
inicial, formam glicosaminoglicanos e depois se polimerizam em proteoglicanos
maiores e como os ions Na* sao fixados em decorréncia de atragdes eletrostaticas
mediadas pelas cargas dos grupamentos SOs e COO . A Figura 10 apresenta as
estruturas que, no leito vascular, constituem um compartimento intermediario para a
distribuicdo do Na* entre o fluido intravascular (osmoticamente ativo) e o intersticio
(osmoticamente inativo). A Figura 10 mostra ainda fatores que estabilizariam as
atracOes eletrostaticas (como a aldosterona, antagonista da aldosterona) e as que as
desestabilizariam, como o estresse oxidativo e a inflamagao. Esta figura mostra assim
que, a partir deste compartimento intermediario, o Na* poderia retornar para o fluido
intravascular, expandindo-o no caso da hipertensao sensivel ao sal (Titze & Luft,

2017), ou ser transferido para o intersticio, incluindo a periferia dos vasos de
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resisténcia em trajetérias bidirecionais que poderiam ser diferencialmente moduladas.

Este ponto sera retomado na apresentagao dos resultados e sua discussao.

1.7. O sistema renina-angiotensina renal na génese da hipertensao

associada a alteragdes no transporte intrarrenal de Na*

Na génese da hipertensédo associada a alteragdées no manejo renal de Na*, o

sistema renina-angiotensina (SRA) intrarrenal parece desempenhar um papel central
(Kobori et al., 2007; Navar et al., 2011; Satou et al., 2015). A suprarregulagio do SRA"
intrarrenal emerge como importante na génese da hipertensdo devido ao papel
ativador da Ang |l em transportadores renais de Na* tanto luminais quanto
basolaterais. Uma Ang Il produzida localmente e presente no lumen tubular em
concentragbes mais elevadas do que no plasma (Navar et al., 2011) estd em
condicbes de ativar eficientemente, de forma autdcrina e paracrina, esses
transportadores via receptores AT1 (AT1R). Ainda, de maneira intracrina, poderia
aumentar a velocidade do transporte ativo primario de Na* estimulando a produgéo de
ATP via SRA intramitocondrial de tubulos proximais (Abadir et al., 2011; 2012) e,
consequentemente, a reabsor¢cao do Na* filtrado.
Este papel estaria principalmente associado a um desbalango nas vias de sinalizagao
acopladas a AT1R e AT2R (Gildea et al., 2012; Ohsawa et al., 2014; Chen & Coffman,
2015; Carey, 2017), especialmente nos processos de recrutamento e internalizagcao
desses receptores que sao centrais nos processos vias de sinalizacdo acopladas a
eles (Ferrdo et al., 2012; Kemp et al., 2014) e que modulam tanto a (Na*+K*)-ATPase
basolateral (Aperia et al., 1996; Kemp et al., 2014) e a Na*-ATPase na mesma
membrana (Rangel et al., 2005), quanto o permutador luminal Na*:H* (Kemp et al.,
2014; de Morais et al., 2015). O desbalango existente entre as vias de sinalizagao
acopladas a AT1R e AT2R se agrava com a existéncia de gordura visceral aumentada
que leva a uma fungao renal alterada, como esquematizado na Figura 9 (Hall et al.,
2015).

1 Ao longo desta tese s3o0 empregadas as abreviacdes SRAA (para sistema renina-angiotensina aldosterona) e SRA
(para sistema renina-angiotensina). A segunda ¢é utilizada quando o envolvimento da aldosterona ndo existe ou
ndo estd documentado, como é o caso geral dos SRA baseados em 6rgdos.
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Figura 10. Acumulagcao de Na* em redes intersticiais de glicosaminoglica-nos
estruturalmente organizados em proteoglicanos. A parte direita da figura mostra
uma unidade de dissacarideo modificada por processos de sulfatagdo (verde) ou
acetilagcao (azul), que Ihe conferem cargas negativas fixas na forma de grupos SO3
ou COO'. Na parte central estao representados varios polimeros dessas unidades de
dissacarideo ancoradas numa proteina que os vincula, formando um
glicosaminoglicano. Na parte esquerda inferior esta representado um proteoglicano
constituido por glicosaminoglicanos estruturados por outra proteina (representada
pela linha vertical azul). Na sua parte superior esta representado o glicocalix endotelial
(ver figura seguinte). A natureza polianiénica da rede de glicosaminoglicanos permite
interagdes eletrostaticas fortes com o ion Na*. Reproduzido de Nijst et al. (2015), com

permissao.
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FIGURE 2 The Endothelial Glycocalyx
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Figura 11. Glicocalix endotelial. Esquema representativo da estrutura do glicocalix
endotelial mostrando os proteoglicanos, compostos por unidades de
glicosaminoglicanos (circulos azuis), vinculados entre si por proteinas (linhas azuis
grossas) que os ancoram. A representacao mostra os ions Na* (em circulos amarelos)
intercalados entre as camadas de glicosaminoglicanos que compdem o proteoglicano.
A figura mostra a direita fatores que estimulam esta distribuigdo (em verde) ou que a
desestabilizam (em vermelho). Para uma descri¢do detalhada ver texto. Reproduzido

de Nijst et al. (2015), com permisséo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar, em ratos jovens, uma potencial associagao que uma prolongada
alimentagcao com uma dieta hiperlipidica provocaria entre obesidade/sobrepeso com
hipertensdo, alteracdes nas ATPases renais transportadoras de Na* com impacto na
homeostasia corporal de Na*® e estabelecimento de uma sindrome metabdlica,
estudando ainda se estas alteracbes poderiam ser revertidas por Ang-(3—4), um

potente antagonista fisioldgico dos efeitos de Ang Il.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar a evolugao da massa corporal e da pressao arterial sistémica de ratos
jovens alimentados continuamente com uma dieta hipercalérica e hiperlipidica.

2.2.2. Investigar a influéncia da administragéo oral de Ang-(3—4) na presséao arterial
dos ratos alimentados com a dieta hiperlipidica, quando chegarem a uma idade que
corresponde a de adolescentes em humanos.

2.2.3. Investigar a magnitude da ingesta de alimento, caldrica e de Na* analisando
efeitos de Ang-(3—4).

2.2.4. Investigar a atividade de ATPases transportadoras de Na* em tubulos proximais
e ramo ascendente da alga de Henle, correlacionando-as com a evolugdo da
densidade de receptores de Ang Il antes e depois da administragédo de Ang-(3—4) e
associando-as a alteragdes da homeostasia corporal de Na*.

2.2.5. Analisar concentragdes plasmaticas de Na* e excregao urinaria de Na* antes e
depois da administracdo de Ang-(3—4).

2.2.6. Analisar parametros plasmaticos (perfil lipidico, glicemia, tolerancia a glicose,
acido urico) para diagnosticar a possivel instalagdo de uma sindrome metabdlica nos
ratos alimentados com a dieta hiperlipidica, associando esses perfis a evolugao da

pressao arterial e a homeostasia corporal de Na*.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Protocolo de experimentagao com animais

Todos os procedimentos envolvendo tratamento de animais foram aprovados
pela Comissao de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (CEUA-UFRJ), com o numero de protocolo 101/16 (Anexo I). Ratos
Wistar machos foram criados no Biotério de Doengas Negligenciadas e Desnutricdo
do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Apos o nascimento, foram agrupados de forma que cada mae permanecesse
com 8 animais para tornar o acesso nutricional o mais homogéneo possivel (Light et
al., 1998). Todos os machos foram preservados e, caso necessario, 0 numero maximo
de animais foi completado com fémeas. Apds o desmame, que aconteceu no dia 21
de vida, passaram a receber uma dieta comercial padrao para roedores (Neovia) e
foram agrupados, evitando efeito ninhada (Dickinson et al., 2016), em gaiolas
contendo no maximo 5 animais até o dia 57 de vida em um ambiente mantido a 23 +
2 °C constantes e em um ciclo de claro e escuro de 12 h/12 h.

No dia 58 de vida os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos: (i)
grupo controle (CTR), tendo acesso livre a uma ragéo que continha 385 kcal/100 g de
racéo (10% kcal provenientes de gordura); (ii) grupo high lipid (HL) que receberam
uma ragao hipercaldrica que fornecia 574 kcal/100 g de racdo com 70% destas
calorias oriundas dos componentes lipidicos (Tabela 1). Tanto a ragdo CTR quando a
ragao HL foram fornecidas pela empresa PRAG Solugbes. Ambos os grupos tiveram
livre acesso a agua filtrada durante toda a criagdo. Os animais foram expostos a estas
dietas diferenciadas durante 106 dias e, no dia 103 (160 dias de vida), a metade
destes — de cada grupo e novamente selecionados aleatoriamente — foi individualizada
em gaiolas metabdlicas e subdividida em outros 2 subgrupos: os que receberam e os
que nao receberam por gavagem 4 doses de Ang-(3—4) de 80 mg/kg de massa
corporal (M) diluida em agua (EZBiolab) com 12 h de intervalo, gerando assim os
subgrupos adicionais CTR + Ang-(3—4) e HL + Ang-(3—4). Os ratos nao tratados com

Ang-(3—4) receberam um volume igual de agua (Figura 12).



Tabela 1. Composicao das dietas controle (CTR) e high lipid (HL)

* 2/100 g de massa seca de racdo; ** mequiv Na*/100 g de racdo; *** durante duas diferentes
criagdes

Componente* CTR HL
Amido de milho 46,6 55
Sacarose 10,0 10,0
Amido de milho dextrinizado 15,5 9,0
Sacarose em p6 no mix de vitaminas AIN-93 1,0 1,3
Carboidratos kcal/100 g 292 103
Oleo de soja 4,0 5,1
Banha - 39,5
Lipideos kcal/100 g 36 (9%) 402 (70%)
Caseina 14,0 16,8
L-cystina 0,2 0,4
Proteinas kcal/100 g 57 69
Total kcal/100 g ragcao 385 574
Massa nao nutricional (celulose) 5,0 6,3
Mix de vitaminas AIN-93 1,0 1,3
Mix de minerais AIN-93 3,5 57
Bitartrato de colina 0,3 0,3
Tert-butylhidroquinone 0,008 0,008

Conteudo de Na* ** 5,8 e 5,1*** 7,7 e 8,0%**
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Figura 12. Desenho experimental. Linha do tempo de administragdo das dietas CTR
e HL e de Ang-(3—4). O esquema apresenta os quatro grupos experimentais: CTR,
HL, CTR + Ang-(3—4) e HL + Ang-(3—4). Na barra vertical estdo indicados os dias de
inicio da administragdo das dietas diferenciadas (dia 0), o dia da primeira
administracao de Ang-(3—4) (dia 104) e o dia de coleta de urina e sangue (dia 106).
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Amostras de urina foram coletadas a cada 24 h e armazenadas a -20 °C e,
apos 48 h, os animais foram sacrificados por decapitagdo. O sangue total foi coletado
em tubos contendo 2,5 mM de EDTA-Tris (concentragao final), centrifugado a 13,300
x g para separacao do plasma, armazenado imediatamente a -20 °C. O tempo em que
os ratos receberam as dietas CTR ou HL foi definido com o objetivo de cobrir um
periodo de vida que, em humanos, corresponde ao periodo de 10 anos entre a infancia
e a adolescéncia (Quinn, 2005). A metodologia de conversdo usada para comparar
idade de ratos e idade humana foi considerada apropriada para estudos de alteragdes

no desenvolvimento de ratos obesos (Romannova, et al., 2004).

3.2. Analise morfolégica da gordura visceral

Ap0s o sacrificio, as gorduras perirenal e epididimal, consideradas marcadoras
de gordura visceral (Chusyd et al., 2016) foram removidas usando tesouras cirurgicas
oculares, colocadas em papel de filtro para a retirada do excesso de liquido peritoneal
e sangue e posteriormente pesadas. Amostras de ~200 mg foram fixadas em uma
solugao contendo 4% (p/v) de paraformaldeido e depois embebidas em parafina,
cortadas (4 um de espessura) e coradas com hematoxilina e eosina. Para obtengao
das imagens foi utilizado um microscopio Eclipse E800 (Nikon) acoplado a uma
camera Evolution (Media Cybernetics). Foram fotografados ao todo 70 campos de
gordura perirrenal e epididimal dos grupos CTR e HL, sendo 10 campos de cada uma
das 7 amostras de tecido que foram selecionadas aleatoriamente. Foram analisadas
885 células do grupo CTR e 756 do grupo HL para medida da area de cortes

transversais em um? por célula.

3.3. Analise de fibrose renal em ratos CTR e HL

Imediatamente apds o sacrificio dos animais que receberam as dietas CTR ou
HL, os rins foram cuidadosamente removidos, secados removido com papel de filtro e
posteriormente pesados. Foi realizado um corte transversal na metade inferior dos
orgaos utilizando um bisturi para retirar amostras de ~50 mg de tecido, imediatamente
imersas em uma solucdo contendo 4% (p/v) de paraformaldeido, posteriormente
embebidas em parafina e depois seccionadas em cortes de 4 um de espessura. Foi
utilizada a coloragao Picrosirius Red para identificacdo de depdsitos de colageno no

tecido. Para a obtencao das imagens foi também utilizado um microscopio Eclipse
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E800 (Nikon), acoplado a uma camera Evolution (Media Cybernetics). A quantificagao
foi realizada utilizando o software Imaged (NHI), a partir dos pixels vermelhos numa

determinada area em relagdo ao numero total de pixels.

3.4. Medida da pressao arterial sistélica

A pressao arterial sistélica (PAS) foi registrada semanalmente através de
pletismografia de cauda, utilizando o pletismégrafo V3.0 (Insight). Os animais foram
colocados em contensores, sem utilizagao de anestésico e deixados em um periodo
de aclimatagao de 10 min em temperatura de 30-32 °C. Trés medidas foram obtidas
com aproximadamente 5 min de intervalo sendo utilizada como valor para analise a
média destas medidas. Os animais que foram individualizados em gaiolas metabdlicas
permaneceram em um periodo de aclimatagao de ~5 h, e a primeira medida de PAS
foi realizada 24 antes de receberem a primeira dose de Ang-(3—4), e depois a cada 12
h, também imediatamente antes de receberem o peptideo (ou agua). As figuras

apresentam os valores obtidos antes da primeira dose de e 12 h apds a ultima.

3.5. Determinacdo do conteudo de Na* na racdo e de sua

concentragao nas amostras de plasma e urina

As determinagdes de Na* foram realizadas empregando fotometria de chama
(Analyser). Para as determina¢des de Na* nas ragdes (CTR e HL) foram retiradas 3
amostras de 0,5 g, maceradas, colocadas em tubos Pyrex, e secas em estufa a 200
°C durante 4 h. Apds transcorrido o tempo de secagem foram adicionados 5 ml de
HNOs 1 M, com posterior agitacdo constante por 48 h a temperatura ambiente,
seguida de centrifugagdo em centrifuga clinica durante 10 min, para coletar e o
sobrenadante. A partir do conteudo de Na* (mequiv Na*/100 g de ragao) foi possivel
calcular a ingesta diaria de Na* (mequiv Na* em 24 h/100 g de MC a partir do consumo
de alimento dos animais albergados nas gaiolas metabdlicas.

As amostras de urina destes mesmos animais foram coletadas em intervalos
de 24 h. A primeira amostra foi coletada antes de administracédo de Ang-(3—4) no dia
104 de dieta e a ultima no dia 106, imediatamente antes do sacrificio. As amostras
foram armazenadas a -20 °C. A partir destas determinagbes € o volume urinario
mensurado em 24 h foi possivel calcular a excrecao urinaria de Na* em 24 h (UnaV).

As amostras de sangue total obtidas apds o sacrificio foram coletadas em tubos
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contendo 2,5 mM de EDTA-Tris (concentracgéo final) centrifugadas a 17.000 x g por 5

min para obter as amostras de plasma, armazenadas a -20 °C.

3.6. Glicemia no jejum e investigagao da tolerancia a glicose

Aos 95 dias de dieta (153 dias de vida), parte dos animais que receberam dieta
CTR ou HL foram mantidos em jejum por 10 h (agua ad libitum) para medida da
glicemia. Imediatamente depois receberam por gavagem 2 g de glicose/kg MC. A
medida da glicemia foi realizada utilizando o glicbmetro one touch-ultra mini, tomando
como ponto inicial para a constru¢gado da curva (tempo zero) o valor da glicemia no

jejum. As medidas seguintes foram feitas com 15, 30, 50, 60 e 120 min de intervalo.

3.7. Isolamento das fragcoes de membrana de tubulos proximais e de

medula externa renal

Apos o sacrificio, os rins foram imediatamente retirados para obtencédo de
fragbes enriquecidas de membranas de células de tubulos proximais e de medula
externa renal, seguindo os procedimentos previamente descritos (Vieyra et al., 1986),
com pequenas modificagdes. Os rins foram colocados em uma solugdo gelada
contendo sacarose 250 mM, Hepes-Tris 10 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM, PMSF 1 mM e
0,15 mg/ml de inibidor de tripsina tipo 11-S (T1021; Sigma-Aldrich). Foram inicialmente
cortados com bisturi para obter cortes longitudinais a partir dos quais foram obtidas
seccgoes finas de aproximadamente 0,5 mm utilizando um micrétomo Stadie-Riggs
(Thomas Scientific). A partir destes cortes foram isolados o cortex corticis, regidao mais
externa do tecido renal na qual mais de 90% da populacéo de células corresponde a
de tubulos proximais (Whittembury & Proverbio, 1970), e a medula externa, regides
facilmente identificaveis macroscopicamente. Obtidos estes fragmentos, eles foram
homogeneizados separadamente apds de suspensos na solugdo acima (4 ml: 1 g de
tecido) a 4 °C, utilizando um homogeneizador (Potter-Elvejhem) na velocidade de
1.700 rpm durante 1 min, operagao repetida cinco vezes com intervalos de 1 min. A
amostra obtida foi centrifugada a 1.000 x g por 15 min a 4 °C (rotor JA-20, Beckman)
para remocao de células nao rompidas, nucleos e pequenos fragmentos de tecido nao
homogeneizado. O sobrenadante foi centrifugado a 15.000 x g por 20 min a 4 °C (rotor
JA-20, Beckman) para remog¢ao das mitocondrias. O sobrenadante recuperado foi

coletado e centrifugado a 35.000 x g a 4 °C (rotor 70 Ti, Beckman). O sedimento obtido
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foi ressuspendido em 250 mM de sacarose. A concentragdo de proteina foi
determinada através do método colorimétrico que emprega o reagente de Folin (Lowry
etal., 1951).

3.8. Determinagdao da atividade da (Na*+K*)-ATPase sensivel a
ouabaina e da Na*-ATPase resistente a ouabaina e sensivel a

furosemida

A atividade das duas proteinas transportadoras de Na* foi mensurada através
da quantificagédo da liberacdo de fosfato (Pi) pelo ATP (Taussky & Shorr, 1953). Para
0s ensaios de atividade da (Na*+K*)-ATPase, amostras enriquecidas de membrana
plasmatica obtidas a partir de cortex corticis ou de medula externa (0,05 mg/ml) foram
pré-incubadas a 37 °C por 10 min em Bis-Tris propano 50 mM (pH 7.4), EDTA 0,2 mM
e MgCl25 mM, na auséncia ou na presenga de ouabaina 2 mM. A reacao foi iniciada
(a 37 °C) adicionando 5 mM de ATP e 24 mM de KCI (concentracdes finais) e
interrompida 10 min depois adicionando 1 volume de carvao ativado em 1 N HCI. O
ensaio colorimétrico foi realizado empregando o sobrenadante obtido apds
centrifugacgéo (13.000 x g por 10 min) para remover o carvao. A atividade da (Na*+K")-
ATPase foi calculada a partir da atividade total e daquela obtida na presenca de
ouabaina.

No ensaio de atividade da Na*-ATPase resistente a ouabaina, as amostras de
membrana (0,2 mg/ml) foram pré-incubadas a 37 °C por 10 min em uma solugéo
contendo Hepes-Tris 20 mM (pH 7,0), MgCl2 10 mM, NaCl 120 mM e ouabaina 2 mM,
na presencga ou auséncia de furosemida 2 mM. A reacgao (a 37 °C) foi iniciada com a
adicao de 5 mM ATP (concentracéo final) e finalizada ap6s 10 min seguindo 0 mesmo
processo descrito acima para a (Na*+K*)-ATPase. A atividade da Na*-ATPase
resistente a ouabaina, sensivel a furosemida, foi calculada pela diferenga entre os

valores de atividade obtidos na presenca e na auséncia de furosemida.

3.9. SDS-PAGE e Western blotting
Receptores de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R) e do tipo 2 (AT2R) foram
identificados por imunodeteccdo em amostras de fragcbes de membrana células de

tubulos proximais, como descrito previamente (Silva et al., 2014a,b). A especificidade
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dos anticorpos foi verificada através de experimentos de imunoadsorgdo empregando
os antigenos a partir dos quais foram obtidos (Silva et al., 2014a). As duas classes de
receptores foram detectadas pelo seus especificos anticorpos em diluicbes de 1:1.500
(monoclonal sc-57036 para AT+R, policlonal sc-9040 para AT2R; Santa Cruz
Biotechnology), apds a separagao das proteinas por peso molecular em um gel de
eletroforese contendo 15% de poliacrilamida e SDS (Laemmli, 1970) e de sua
transferéncia para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare). As membranas
foram incubadas por 1 h em solugao contendo 5% (p/v) de leite desnatado (Molico)
diluido em TBS (Tris Buffer Saline) pH 7,6. Os anticorpos secundarios foram
antimouse NA931(GE Healthcare) e antirabbit NA934 (GE Healthcare). O controle de
carregamento foi obtido pela imunodetecgdo de B-actin (monoclonal A5441; Sigma-
Aldrich). Para a detec¢ao do sinal de imunofluorescéncia das proteinas alvo foi
utilizado o equipamento LAS 4000 system (GE Healthcare). As intensidades das
marcagoes foram quantificadas utilizando o software imaged (NHI).

3.10. Estudo do perfil lipidico plasmatico

Apos 70 de dieta (128 dias de vida) os animais que receberam as dietas CTR
e HL foram deixados em jejum de 10 h (d4gua ad libitum), anestesiados apds este
periodo utilizando éter etilico para a coleta de sangue por punc¢éo caudal. O sangue
foi imediatamente centrifugado a 13.000 x g por 5 min e o plasma foi coletado para
dosagem de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos utilizando kits comerciais
(colesterol total monoreagente, Bioclin K083; colesterol HDL enzimatico, Bioclin KO15;
triglicérides monoreagente, Bioclin K117). Para estimar o colesterol LDL foi utilizada a
equacgao empirica de Friedewald (Friedewald et al. 1972): LDL = CT-HDL-TG/5, onde
LDL significa low-density lipoprotein, CT corresponde a colesterol total, HDL a high-

density lipoprotein e TG a triglicerideos.

3.11. Medida do acido urico plasmatico
As determinacgdes de acido urico foram realizadas utilizando o plasma coletado
dos animais que receberam dieta CTR ou HL durante 106 dias, com ou sem Ang-(3—

4) e um kit comercial (4cido urico monoreagente, Bioclin K139).
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3.12. Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 6.0.1.
Para comparacgao entre duas médias foi utilizado o teste t de student pareado ou nao
pareado, conforme indicado nas legendas das figuras. Quando as comparagdes foram
feitas entre mais de trés médias foi utilizada ANOVA-1 fator, seguido do teste de
Bonferroni para pares selecionados (indicados nas figuras). Correlagdes entre
variaveis associadas por uma funcgao linear foram analisadas por minimos quadrados
e as diferengas entre inclinagdes de fungbes correspondentes a grupos diferentes
foram feitas analisadas a partir de multiplas comparacdes. As diferencas foram
consideradas significativas a partir de um valor de P < 0,05. Os valores de P

encontram-se indicados nas figuras, nas legendas ou no texto.
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4. Resultados e Discussao

4.1. A administragcao de dieta hiperlipidica induz sobrepeso com

significativo aumento da gordura visceral em ratos jovens

As observacgdes iniciais (Figura 13A) demonstraram que, uma semana depois
de uma exposi¢ao a uma dieta na qual 70% do conteudo caldrico total (574 kcal/100
g de dieta) é proveniente de lipideos (i.e. ~402 kcal/100 g) (dieta HL)?, ratos jovens
apresentaram uma massa corporal (BM) estatisticamente maior que os animais da
mesma idade que receberam uma dieta industrializada para roedores preparada
conforme as recomendacgdes da AIN-93 (dieta controle, CTR) (Reeves, 1997) na qual
apenas 36 kcal/100 g de dieta eram provenientes de lipideos (Tabela 1). Os conteudos
de Na* das dietas durante duas criagbes foram 5,8 e 5,1 mequiv/100 g (dieta CTR) e
7,7 e 8,0 mequiv/100 g (dieta HL), respectivamente, ou seja, 34% e 73% mais altas
na dieta HL nas duas criagcbes comparadas. A analise destas diferengcas sera
retomada ao apresentar os resultados das Figuras 20 e 22. As constantes de
velocidade de crescimento k obtidas quando uma fungao exponencial que tende a um
maximo foi ajustada aos pontos experimentais (descrita na legenda da Figura 13A)
foram de 0,0164 e 0,0147 dias™, para os grupos CTR e HL, respectivamente. E,
portanto, similares valores para o ti2 requerido para alcangar uma mais alta BMmax
num tempo t.,.., sdo indicativas de uma progressiva acumulagédo mais alta de gordura.
Depois de 106 dias de dieta, os valores de BM experimental nos ratos HL alcangaram
498 + 11 g, em contraste com os 427 + 7 g para os ratos CTR (Figura 13B)

A hipotese inicial de importante acumulagdo de gordura visceral — apesar do
modesto, porém significativo aumento de 17% na BM ao final do estudo foi confirmada
pelos resultados apresentados na Figura 14. A gordura em torno do epididimo que,
como ja mencionado é considerada um marcador de gordura visceral (Chusyd et al.,
2016) aumentou em mais de 60% e a perirrenal em 50%. O aumento total do tecido
adiposo perirrenal e epididimal se acompanhou de aumento do tamanho dos

adipdcitos como o demonstrado

2 Na tese ser3o preservadas as abreviacdes, bem como as legendas das abscissas e ordenadas das
figuras em lingua inglesa, tais como apresentadas no trabalho em anexo.
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Figura 13. Ratos alimentados com a dieta HL desenvolvem massa corporal
maior que os ratos alimentados com a dieta CTR. (A) Evolugcdo da massa corporal.
Ratos machos com 58 dias de vida (tempo 0) receberam dieta CTR (circulos) ou HL
(triangulos) durante 106 dias, como indicado na abscissa. A massa corporal foi
registrada semanalmente (pontos ao longo da curva, média * erro padrdo, n =40 em
cada grupo). * indica diferenga entre grupos da mesma idade, avaliado com ANOVA-
1 fator seguido do teste de Bonferroni para os pares CTR e HL da mesma idade. P
variou de 0.047 no dia 7 de exposi¢ao a dieta HL a <0.0001 a partir do 21° dia. A
funcao exponencial de crescimento BM: = BMss + BM.. x (1 — e7Xt) foi ajustada a média
dos pontos experimentais. BMt: massa corporal no tempo t; BMss: massa corporal no
dia 58 de vida; BM.: valor assintotico da massa corporal depois de 106 dias de
exposicao as dietas diferenciadas (i.e. valor maximo teérico de massa corporal
adicional entre os dias 58 e 164 de vida); k: constante de velocidade de crescimento
em dias™; t. tempo. (B): Massa corporal dos ratos dos grupos CTR e HL (como
indicado na abscissa) apos 106 dias de exposigao as dietas. A diferenga indicada
sobre as barras (média + erro padrao, n = 40 em cada grupo) foi avaliada por teste t
de Student ndo pareado.
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nas imagens microscopicas apresentadas nas Figura 15A,B,E,F e cujas se¢des de
corte médias estdo quantificadas nas Figura 15C,G. Os aumentos da média das
seg¢des microscopicas de corte, de ~100% para a gordura epididimal e de ~50% na
perirrenal indica aumento de tamanho adipocitario, confirmado quando se analisa a
distribuicdo das areas seccionais de corte. Pode ser observado (Figura 15D,H) um
deslocamento para adipdcitos maiores no grupo HL: estes predominam nos intervalos
>3.000 pm?, enquanto os provenientes de ratos CTR estdo majoritariamente
distribuidos nos intervalos entre 1.000 e 3.000 pm?.

Estes aumentos de gordura visceral com anormalidades na fungdo dos
adipocitos, como proposto nas Figuras 7 e 8 levariam a uma exacerbagao do e do
SRAA circulante e do SRA local e a uma liberagao também cada vez mais intensa de
citocinas pré-inflamatérias, com um estimulo anormal do transporte renal de Na* que
resulta numa reabsorgdo aumentada (Francischetti & Genelhu, 2006; Hall et al., 2015).
A acumulagcdo aumentada de tecido adiposo perirrenal, especialmente no
compartimento perivascular conhecido como sinus renal, tem sido associada com
formas severas de hipertensdo uma década atras (Chughtai et al., 2010) embora as
causas, provavelmente varias e interligadas (Hall et al., 2019), nao estejam totalmente
caracterizadas, especialmente no seu componente inflamatério (West-Eberhard,
2019). Aos fatores mecanicos de compressao que elevariam a pressao hidrostatica
intrarrenal alterando a resposta pressao-natriurese (Guyton et al., 1972) e ativando
tanto o SRAA quanto o SRA intrarrenal (De Pergola et al., 2015) se somariam a
ativacdo do SNS, ativacdo de receptores de mineralocorticoides, processos todos
capazes de levar a um aumento da reabsorgdo de Na* em diferentes segmentos do
néfron. Especial atengdo passou a merecer, ha mais de 15 anos, o estimulo da
liberagdo de citocinas (Lee et al., 2006; Granger et al., 2006), como acima
mencionado, o que somado a uma suprarregulacdo do SRAA e do RAS local, também
contribuiria para uma exacerbag¢ao do SNS ao nivel tecido renal, e também no sistema
nervoso central (SNC) e na vasculatura periférica (Alexander et al., 2002; LaMarca et
al., 2005; DeMarco et al., 2010).

Os seguintes experimentos destinaram-se a responder a seguinte pergunta,
ja delineada na hipétese de trabalho: os ratos jovens expostos durante pouco mais de
100 dias a uma dieta HL, com sobrepeso moderado mas com importante acumulo de

tecido adiposo visceral se tornaram hipertensos?
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Figura 14. Aumento da gordura epididimal e perirenal em ratos jovens com
sobrepeso alimentados com a dieta HL. (A e B): Massa total de gordura em torno
do epididimo e dos rins, respectivamente, apos 106 dias de exposig¢ao as dietas CTR
(n = 45 pares de epididimos, n = 7 pares de rins) ou HL (n = 46 pares de epididimos,
n = 8 pares de rins), como indicado nas abscissas. As diferencgas (valores de P dentro
dos painéis) foram analisadas empregando o teste de t de Student ndo pareado.
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Figura 15. Aumento do tamanho celular em adipécitos da gordura epididimal e perirenal dos ratos com sobrepeso. Imagens
representativas — coloragao de hematoxilina eosina — de adipdcitos epididimais (A e B) e perirrenais (E e F) em ratos CTR e HL,
como mostrado na parte superior das imagens a esquerda, apos 106 dias de exposicao as respectivas dietas. (C e G): Representagao
grafica da area de adipdcitos (area de corte seccional por célula) de epididimos e gordura perirenal, de ratos CTR e HL, como

indicado nas abscissas. As barras representam médias %

erro padrdo. As diferengas (valores de P dentro dos painéis) foram

analisadas empregando o teste de t de Student ndo pareado. (D e H): Distribuicdo de areas de cortes seccionais de adipdcitos de
gordura epididimal e perirenal (% do total de células com areas de cortes seccionais nos intervalos mostrados nas abscissas). Cada
barra mostra os valores correspondentes a ratos CTR (parte vazia das colunas) e HL (parte vazia) em cada intervalo de area.



46

4.2. A dieta hiperlipidica levou a um quadro hipertensivo sensivel a
Ang-(3—-4)

A Figura 16 apresenta a evolugéo da pressao arterial sistdlica (PAS) dos dois
grupos de ratos durante o periodo de 106 dias em que estiveram submetidos as dietas
diferenciadas. A PAS dos animais CTR permaneceu oscilando em torno dos 130
mmHg durante todo o estudo, enquanto a dos ratos que desenvolveram sobrepeso
aumentou progressivamente, se tornando estatisticamente mais alta depois de 60 dias
de exposicao a dieta HL. Esta PAS moderadamente alta, em torno de 140 mmHg, se
manteve aproximadamente constante até o final do estudo.

A Figura 17 mostra que a administragdo de quatro doses orais (de 80 mg/kg
MC) de Ang-(3—4) (Val-Tyr): (i) teve um efeito hipotensor muito pequeno em ratos CTR
(131 £ 1,01 mmHg antes da administracao e 128 + 1,14 mmHg 48 h depois) (Figura
17A), (ii) mas diminuiu os valores de PAS dos ratos HL para os mesmos niveis medios
encontrados nos animais CTR (Figura 17B). A hipertensao dos ratos HL e o contraste
de efeitos quando se administrou Ang-(3—4) podem ser mais bem apreciados, de
maneira conjunta, na Figura 17C. Em sintese, poderia ser discutido inicialmente como
os ratos jovens com ligeiro sobrepeso se tornaram hipertensos, num quadro
totalmente revertido pelo mais curto peptideo derivado de angiotensinas, a Ang-(3—4)
(Saito et al., 1994; Matsufuji et al., 1995; Kawasaki et al., 2000; Axelband et al.,
2009a,b; Axelband et al., 2012; Dias et al., 2014; Dias et al., 2017).

Como a Ang-(3—4), € um potente antagonista dos efeitos da Ang Il em
diferentes processos e sistemas (Dias et al., 2017) pode ser inicialmente postulado,
como discutido no ponto anterior, que os ratos alimentados com a dieta HL tiveram
suprarregulados — de maneira progressiva, como o sugere a evolugao dos valores
pressoricos — seu SRAA e seu SRA intrarrenal. Uma
hipétese que poderia ser complementada propondo que eles passaram a ter uma
reabsor¢gdo aumentada de Na* em diferentes segmentos do néfron. Rele vante, em
relacdo a esta proposta, € o efeito neutralizador da inibigdo por Ang Il do transporte
ativo de Ca?* mediado pela Ca?*-ATPase de tubulos proximais (Axelband et al.,
2009a,b). Os mecanismos moleculares deste efeito neutralizador envolvem

dissociagao de heterodimeros, com diminuigéo da atividade da PKC e o estimulo
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Figura 16. Ratos com sobrepeso alimentados com a dieta HL desenvolvem
hipertensao arterial. Evolugdo da pressdo arterial sistolica (PAS) de ratos
alimentados com dieta CTR (circulos vazios) e HL (tridngulos vazios). Os pontos
mostram médias + erro padrdo (n = 40 em cada grupo). * indica diferengas entre
grupos CTR e HL da mesma idade a partir do 63° dia de exposigao as diferentes dietas
(P<0,001 em todos os casos). As diferencas foram avaliadas empregando ANOVA-1

fator seguido de teste de Bonferroni para pares selecionados, que foram os CTR e HL

de cada idade.
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Figura 17. A administragcao de Ang-(3—4) diminui a pressao arterial sistélica de
ratos com sobrepeso para valores encontrados em ratos controle. (A e B): Ratos
submetidos a dietas HL (n = 20) e CTR (n = 22), respectivamente, durante 106 dias,
antes e depois de receber quatro doses de Ang-(3—4) a partir do dia 104 de dieta,
como indicado nas abscissas. Note que, em cada grupo, ha uma acentuada
superposic¢ao de valores e, portanto, de simbolos. As diferencas (valores de P dentro
dos painéis) foram avaliadas empregando teste de t de Student pareado. As caixas
vermelhas mostram os valores de PAS (médias + erro padrao) antes e depois da
administracdo de Ang-(3—4). (C): Comparacdao dos valores de PAS de ratos
alimentados com dietas CTR ou HL que receberam ou ndo Ang-(3—4), conforme
indicado na abscissa. As diferengas (valores de P para cada comparagdo estido
indicados dentro do painel) foram avaliadas empregando ANOVA-1 fator seguido do
teste de Bonferroni para pares selecionados.



49

simultaneo da via de cAMP/PKA (Axelband et al., 2009a,b; Axelband et al., 2012; Dias
et al., 2014). Oscilagdes de Ca?*, bem como as atividades de PKC e PKA s3o centrais
nos processos que estimulam a reabsorgdo em tubulos proximais (Du et al., 2003;
Ferrao et al., 2012), devido a modulacéo de fosforilacbes de transportadores de Na*
acoplados a vias de sinalizagcédo que se iniciam em AT1R (Aperia et al., 1994). A este
conjunto de observagdes que dao suporte a ideia de que, ao menos em parte, 0s
efeitos anti-hipertensivos da Ang-(3—4) mostrados na Figura 16 podem ser atribuidos
a uma diminui¢ao da reabsorgéo de Na* por infrarregular a via de sinalizagéo acoplada
a AT1R, se soma a de que Ang-(3—4) inibe a Na*-ATPase resistente a ouabaina em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e estimula a excregdo urinaria de Na*
diminuindo a relagdo PKC/PKA (Dias et al., 2014).

Para além de efeitos anti-hipertensivos devidos a uma diminuicdo da
reabsorcao de Na* através do epitélio tubular renal, possivelmente como resultado de
um antagonismo via AT2R com aqueles mediados por Ang [I/AT1R ao nivel local
(Navar et al., 2011) — cuja discussao sera retomada mais abaixo — é preciso descrever
possiveis efeitos exercidos sobre o SRAA ao nivel vascular. Um dos primeiros é a
diminuicao da atividade da enzima conversora de angiotensina (ACE) demonstrado
25 anos atras (Saito et al.,, 1994; Matsufuji et al., 1995), um efeito que leva a
diminui¢cdo dos niveis de Ang Il circulante, com diminuigdo da resisténcia vascular
periférica, além de também influenciar a reabsorcao distal de Na* como resultado de
uma diminuicdo dos niveis de aldosterona circulante. Este efeito foi comprovado
quando se demonstrou uma diminuigdo da pressao arterial diastdlica (PAD) apds a
administragcao endovenosa de Ang-(3—4) (Matsufuji et al., 1995).

Todavia, os efeitos anti-hipertensivos em ratos com sobrepeso mostrados na
Figura 16 foram os de normalizagdo da PAS, o que ja havia demonstrado por Dias et
al. (2014). Estes efeitos podem ser explicados com base no efeito vasodilatador
exercido em grandes vasos como a aorta toracica e as artérias mesentéricas. A Ang-
(3—4) é capaz de relaxar anéis de aorta contraidos pela incubagédo na presencga de
altas concentragdes de KCI (Tanaka et al., 2006) e se acumula in vivo nas artérias
mesentéricas quando administrada oralmente (Matsui et al., 2004). Por ser proposta
a hipotese de que no sobrepeso e na obesidade ha um componente importante da
complacéncia vascular dos grandes vasos no qual uma diminuigao da distensibilidade

da aorta (AD) toracica e abdominal (i.e. aumento da rigidez) contribui para o aumento



50

da PAS, como mostrado em SHR (Resnick et al., 1997), cuja PAS é diminuida pela
Ang-(3—4) (Dias et al., 2014).

Retomando o ponto de uma possivel suprarregulagdo do SRA intrarrenal em
ratos com sobrepeso alimentados com uma dieta HL e de um desbalango entre AT1R
e AT2R, a Figura 18 mostra que esse € o caso. O pronunciado aumento (~85%) na
abundancia de AT1R em membranas de tubulos proximais (Figuras 18 A, C), que
coexiste com uma acentuada diminuicdo (~70%) de AT2R (Figuras 18B, D), confere
suporte a hipétese de que o desbalango entre essas duas classes de receptores —
provocado por sinais gerados a partir da gordura perirrenal acumulada em excesso
suprarregulando o SRA local (Figuras 14 e 15) — constituiria um dos elementos de
relevancia para o estimulo da reabsorgao proximal de Na*. De maneira interessante,
a administragdo de Ang-(3—4) restabeleceu a densidade de AT1R em ratos HL para
os niveis encontrados em ratos CTR, sem qualquer efeito nestes ultimos, um efeito
semelhante ao encontrado na PAS na Figura 16. Isto sugere que a administragcédo de
Ang-(3—4) promoveu a internalizacdo destes receptores em tubulos proximais via
megalina direcionando-os para a via de degradacao endocitica (Vegt et al., 2011) e,
assim restabelecendo para niveis CTR uma reabsorcdo de transepitelial de Na*
possivelmente aumentada.

Nao houve efeito significativo de Ang-(3—4) sobre a abundéancia de AT:2R,
indicando que nao foi exercido qualquer efeito ao nivel da sintese de sua proteina,
permanecendo em aberto a questao de uma falta de influéncia ao nivel nuclear. Isto
porque a ocorréncia de reciclagem de receptores de Ang Il entre a membrana
plasmatica e organelas — incluindo o nucleo — € um fendmeno bem estabelecido em
SRAs baseados em 6rgaos (Merjan et al., 2001). E apesar de ndo existir aumento da
densidade de AT2R a sinalizagao a partir deles pode estar suprarregulada pela Ang-
(3-4), uma vez que ela atua como um “ativador alostérico” dos efeitos
contrabalanceadores, que a Ang Il e-xerce através de AT2R, sobre aqueles mediados
via AT1R: ela aumenta a afinidade de AT2R por Ang Il na faixa subnanomolar de
concentracdées em células de linhagem renal que superexpressam esta classe de
receptores (Axelband et al., 2012). As proximas subsegdes estardo destinadas a
apresentar os resultados da investigagao dos efeitos de Ang-(3—4) na homeostasia
corporal de Na*, incluindo aqueles exercidos nos transportadores ativos primarios de

Na* em tubulos contornados proximais e alga de Henle.
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Figura 18. Suprarregulacao de receptores AT, e infrarregulacao de receptores AT para
Ang Il (AT4R e AT:R, respectivamente) em tubulos renais de ratos com sobrepeso (A e
B): Imunodeteccbes representativas de ATiR e AT:R, respectivamente, em membrana
plasmatica de tubulos proximais de ratos CTR e HL que receberam ou ndo Ang-(3—4). O grupo
experimental (CTR, HL, CTR + Ang-(3—4), HL + Ang-(3—4)) encontra-se indicado na parte
superior de cada lane. Cada painel apresenta imunodetec¢des de dois experimentos
diferentes (quatro lanes para cada um) no mesmo gel, que foram realizados utilizando
diferentes preparacdes de membranas tubulares. As bandas de géis inferiores correspondem
ao controle de carregamento (B-actina). (C e D): Representacdo da quantificacdo das
imunodeteccdes de AT/R e AT2R (n =6 e n =4 preparacgoées diferentes, respectivamente) nas
membranas dos tubulos proximais dos quatro grupos, como indicado nas abscissas. As barras
correspondem a médias * erro padrao de unidades arbitrarias das densitometrias corrigidas
pelo carregamento, nas combinagdes de dietas e tratamento ou ndo com Ang-(3—4) indicadas
nas ordenadas. As diferengas foram analisadas empregando ANOVA 1-fator seguido do teste
de Bonferroni para pares selecionados. Os valores de P estado indicados nos painéis.
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4.3. Ang-(3—4) diminui a ingesta de alimento, de energia e de Na* em
ratos com sobrepeso, mas nao em ratos CTR

Os ratos que desenvolveram sobrepeso como resultado da exposigao a dieta
HL durante 106 dias consumiram menos alimento que os CTR (Figura 19A),
possivelmente como resultado de um mecanismo regulatério ativado para manter a
ingesta caldrica ao nivel do controle (como visto na Figura 19B) e assim diminuir a
acumulagao corporal de gordura. Retornando a ideia apresentada e desenvolvida
acima na secao 1.4, esta diminuicdo poderia ser devida a modulagao, a partir da
gordura visceral — mesmo na presenga provavel de altas concentragbes de leptina
circulante — da atividade de neurdnios hipotalamicos que produzem POMC e que
regulam o balango energético corporal (de Araujo & Velloso, 2020), especialmente no
caso de uma alimentagao rica em gordura (de Araujo et al., 2018). O envolvimento do
SRAA nesta modulagao negativa também deve ser considerado, uma vez que suas
acoes dentro do tecido adiposo e no SNC parecem ser opostas (Bruce & de Kloet,
2017).

A administragdo de Ang-(3—4), que nao teve efeito em ratos CTR diminuiu a
ingesta de alimento (Figura 19A) e, consequentemente, a caldrica, dos ratos HL
(Figura 19B), indicando a existéncia de um efeito no SNC que poderia ser exercido ao
nivel das diferentes conexdes que controlam o balango de energia e que sao
reguladas pelo SRAA e, possivelmente pelo SRA local, com participagdo de AT2R
(Ohinata et al., 2008). Pode ser entédo proposto que efeitos da Ang-(3—4) ao nivel
destes receptores assentariam no mesmo mecanismo de aumento da sua afinidade
por Ang Il como demonstrado para células renais (Axelband et al., 2012). Outros
peptideos menores derivados de angiotensinas, como € o caso da Ang-(1-7), séo
capazes de reduzir o apetite através da modulagao de efeitos centrais da insulina (Cao
etal., 2014). Como sera apresentado e discutido em seguida, a influéncia de um efeito
preponderante de Ang-(3—4) no apetite de Na* — conjuntamente com outros sobre a
ingesta de alimento — deve ser considerada.

A Figura 20 apresenta evidéncias das alteragdes que a dieta HL provoca no
balangco de Na* corporal e, especialmente, dos pronunciados efeitos exercidos pela

Ang-(3—4), novamente sem efeito — ou com um efeito muito pequeno — em ratos CTR.
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Figura 19. A Ang-(3—4) provoca uma diminui¢cao na ingesta de dieta e de energia
em ratos com sobrepeso alimentados com a dieta HL, mas nao em ratos
controle. (A e B): Ingesta de ragao e de energia, respectivamente, entre os dias 104
e 106 de exposi¢ao as dietas diferenciadas sem e com administracédo de Ang-(3—4),
como indicado nas abscissas. As barras correspondem a médias + erro padrao. As
diferengcas foram avaliadas empregando ANOVA-1 fator seguido do teste de
Bonferroni para pares selecionados. Valores de P indicados dentro de cada painel; n
=10 (CTR), n=9 (HL), n =10 (CTR + Ang-(3—4)), n = 11 (HL + Ang-(3-4)).
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Deve ser mencionado novamente que os resultados correspondem a duas
criacbes em periodos diferentes, sendo que o conteudo de Na* da dieta HL foi 33% e
57% mais alto na primeira e na segunda, respectivamente. A razédo de utilizar um
conteudo mais alto na ragao HL foi para acentuar a sinergia de alta gordura e alto Na*
na génese de hipertensao, como apresentado na subsecao 1.5 da Introducédo. A razéo
para o emprego de dois conteudos altos, sendo um a metade do outro, foi para testar
a hipotese de que os animais HL ajustariam sua ingesta alimentar para manter a de
Na* em niveis do CTR.

A Figura 20 mostra que a ingesta de Na* nos grupos CTR e HL, considerando
as duas criagdes em conjunto, foi semelhante, dando suporte a ideia de que os
segundos ajustariam sua ingesta alimentar com uma ragao contendo um conteudo de
Na* diferente para a ingesta de sal fosse mantida em valores semelhantes. O mesmo
painel mostra o acentuado decréscimo (~60%) da ingesta de Na* nos ratos HL que
receberam Ang-(3—4), sem efeito no grupo CTR. Surge entdo a pergunta: como
poderia estar atuando a Ang-(3—4) naqueles ratos que foram alimentados com a dieta
HL? Ha mais de 40 anos surgiram as primeiras evidéncias acerca do importante papel
do SRAA como importante regulador do apetite de Na* (Fitszimons & Wirth, 1978;
Bryant et al., 1980; Fluharty & Epstein, 1983) e evidéncias posteriores permitiram dar
realce ao SRA local residente em diferentes regides do SNC (Sakai et al., 1990;
Fitszimons, 1998). Mais recentemente, um estudo (Gasparini et al., 2019) confirmou
a importancia da Ang Il no SNC estimulando o apetite de Na* e aumentando a presséo
arterial sistémica através de mecanismos exercidos na parte anterior do ceérebro,
demonstrando que o papel sinérgico da aldosterona seria exercido sensitizando
mecanismos pressores na parte posterior do mesmo cérebro.

Os efeitos inicialmente descritos acerca do papel estimulatério da Ang I
injetada intracerebralmente ndo foram observados em ratos alimentados com uma
dieta controle para roedores ou adrenalectomizados (Fitszimons & Wirth, 1978; Sakai
et al., 1990), de modo que a ingesta “normal” de Na* em ratos HL poderia ser resultado
da coexisténcia de um SRA suprarregulado no SNC (Winkler et al., 2016) potenciado
por um efeito permissivo ou potenciador da aldosterona aumentada (Francischetti &
Genelhu, 2006) — como em diferentes tecidos na obesidade — controlado por inibidores
do apetite em resposta a um incremento dos niveis tissulares de Na* dentro do préprio
SNC, como eferéncias de neurdnios que expressam o receptor 2c para serotonina

(Htr2c), encontrados no nucleo parabraquial lateral (LPBM™2) (Park et al., 2020).
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Figura 20. A administragcdo de Ang-(3—4) diminui a ingesta de Na* em 24 h em ratos com
sobrepeso que receberam a dieta HL, sem efeito em ratos controle. Ingestdo de Na* em
24 h em ratos dos grupos CTR e HL depois de 106 dias, que receberam ou ndo Ang-(3—4)
como indicado na abscissa. As barras correspondem a médias + erro padrao. As diferencas
foram analisadas utilizando ANOVA-1 fator seguido do teste de Bonferroni para pares
selecionados. Valores de P indicados dentro da figura; n=10 (CTR), n=10 (HL), n=11 (CTR
+ Ang-(3—4) e HL + Ang-(3-4)).
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Pode ser proposto que, assim como em outros tecidos (Dias et al., 2014), a
Ang-(3—4) atuaria nesse “microambiente pro-hipertensivo” antagonizando os efeitos
da Ang Il e, na presenga de estimulos locais supressores do apetite de Na*, levar ao
acentuado decréscimo da ingesta de Na*. Este antagonismo resultaria numa
diminuicdo do heddnico valor que a Ang Il proporcionaria ao sal, como proposto no
classico trabalho de Bryant et al. (1980) j4 mencionado e, consequentemente, do
apetite de Na™.

A Figura 21 apresenta, de maneira combinada, os resultados das Figuras 19 e
20, permitindo a visualizag&o das relagdes entre ingesta de alimento, ingesta caldrica
e ingesta de Na® nos quatro grupos experimentais: CTR; HL; CTR+Ang-(3—4);
HL+Ang-(3—4), destacando os efeitos da Ang-(3—4) nos ratos com sobrepeso. As
correlagdes efetuadas e como os dados foram analisados e agrupados se encontram
detalhados na legenda figura, de modo que neste texto os apresentaremos
resumidamente com as conclusdes que deles emergem. A Figura 21A apresenta duas
funcdes e, para além da conclusao 6bvia de que os ratos HL ingerem menos alimento
para manter os niveis de calorias consumidas nos niveis dos ratos CTR, como ja
evidenciado na Figura 19B, no seu requadro (1) ela mostra que a maioria dos ratos
com sobrepeso que receberam Ang-(3—4) (8/11) (vermelho) tiveram a menos ingesta
caldrica dentro de linhas de corte arbitrariamente fixadas em 1 g de alimento em 24
h/100 g BM e 5,5 kcal em 24 h/100 g BM. Os demais ratos HL se situaram acima
destas linhas de corte (em (2)), evidenciando com clareza a existéncia de duas
populagdes de ratos HL que tiveram diferente ingesta energética: a dos que néao
receberam (azul) e a dos que receberam Ang-(3—4) (vermelho). A segunda fungao
indica que os ratos submetidos a dieta CTR tiveram que ingerir mais alimentos para
conseguir a mesma ingesta caldrica e, o mais importante, o fato dos ratos CTR (verde)
e CTR+Ang-(3-4) ( ) estarem intercalados indica que pertencem a mesma
populagao.

A Figura 21B mostra — numa unica fungéo retilinea — uma correlagéao positiva
entre ingesta de Na* e ingesta energética independentemente do tipo de dieta, do
conteudo de Na* e da administracdo de Ang-(3—4), sugerindo que o apetite de Na*
seria quem condicionaria a ingesta de alimento (e de calorias). Mais uma vez e apesar
de uma unica funcéo linear ter se ajustado a todos os pontos, os menores valores de

ingesta caldrica e de ingesta de Na* foram encontrados nos ratos com sobrepeso que
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Figura 21. A correlagao de ingesta de racao e ingesta de Na* com ingesta calérica,
mostra como estas trés variaveis apresentam, ao mesmo tempo, os menores valores
em ratos com sobrepeso que receberam Ang-(3—4). (A): Correlagao entre ingesta de ragao
e ingesta de energia em ratos CTR e HL que receberam ou ndo Ang-(3—4). A correlagéo entre
as duas variaveis foi inicialmente analisada por minimos quadrados em cada um dos quatro
grupos representados com codigos de cores diferentes: CTR, n =10 (verde); HL, n= 10 (azul);
CTR + Ang-(3-4), n =11 ( ); HL, n =11 (vermelho). Cada circulo colorido representa
um rato (superpostos em alguns casos). As inclinagdes nos grupos CTR e CTR + Ang-(3—4)
nao foram diferentes (P>0,9999), assim como nao o foram as correspondentes aos grupos HL
e HL + Ang-(3—4) (P>0,9999), como mostrado através de analises por multiplas comparacoes.
Como houve diferengas entre CTR mais CTR + Ang-(3—4) vs HL mais HL + Ang-(3—4)
(P<0,0001) foram gerados dois conjuntos de dados e duas fungdes lineares foram obtidas: (i)
y=-0,07 + 3,9x (n =21, R=0,9997, P<0,0001) (dieta CTR), e (ii) y=-0,16 + 5,8x (n=21, R
= 0,9979, P<0,0001) (dieta HL). O requadro @O mostra que a maioria dos circulos

correspondentes ao grupo HL + Ang-(3—4) (8/11) se encontram agrupados nos niveis de corte
de 1,0 g de ragdo em 24 h por 100 g MC (linha horizontal) e 6,0 kcal em 24 h por 100 g MC

(linha vertical). O painel (2 apresenta os restantes dados correspondentes a ratos HL e a

func&o unica correspondente ao conjunto CTR mais CTR + Ang-(3—4). (B): Correlagéo entre
ingesta de Na* e ingesta de energia em ratos CTR e HL que receberam ou ndao Ang-(3—4). A
correlagéo entre as duas variaveis foi primeiro analisada em cada um dos quatro grupos por
minimos quadrados. Cada circulo corresponde a um rato com o mesmo cédigo de cores que
em A. Como as quatro inclinagdes nao foram diferentes entre si (P =0,8973), todos os pontos
foram agrupados e uma unica fungéao foi assim obtida: y = 0,3 + 70,2x (n = 41, R = 0,9914,
P<0,0001). O requadro @ mostra que a maioria dos circulos correspondentes ao grupo HL +

Ang-(3—-4) (também 8/11) se encontram agrupados nos niveis de corte de 0,080 mequiv Na*
em 24 h por 100 g MC (linha horizontal) e 6,0 kcal em 24 h por 100 g MC (linha vertical),
enquanto que os pontos correspondentes aos outros trés grupos (CTR, HL e CTR + Ang-(3-
4)) se encontram misturados ao longo da continuagéo da linha reta dentro do painel principal

@.
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receberam Ang-(3—4). A maioria deles (8/11) (1) (pontos em vermelho) encontrou-se
segregado abaixo das linhas de corte de 5,5 kcal em 24 h/g BM e 0,9 mequiv Na* em

24 h/100 g BM. A distribuicdo homogénea dos pontos correspondentes aos grupos

CTR, HL e CTR+Ang-(3—-4) ao longo da mesma fungdo no painel principal @, confirma

que esses ratos pertencem a mesma populagao em termos de ingesta energética e

de Na*, como ja apreciado na Figura 19.

4.4. Balango corporal de Na* em ratos com sobrepeso: positivo e
alto, se tornando acentuadamente negativo apés administragao de
Ang-(3—4)

Trés observagdes emergem quando se analisa inicialmente a excregao urinaria
de Na* em 24 h (UnaV) (Figura 20): (i) os ratos com sobrepeso, apesar de ingerirem a
mesma quantidade de Na* que os CTR, como mostrado na Figura 20, apresentam
uma UnaV 40% menor; (ii) a UnaV nos mesmos ratos tratados com Ang-(3—4) foi
semelhante aquela dos nao tratados, mas coexistindo com um acentuado decréscimo
(~60%) na ingesta de Na*; (iii) ndo houve efeito da Ang-(3—4) em ratos CTR, repetindo
assim o observado quando se analisaram outros parametros com PAS, ingesta de
alimento (e energética) e balango de Na*. Novamente, agora para uma variavel que
depende fenomenologicamente de processos de transporte renal a falta de efeito,
tanto na ingesta quanto na excrecdo, revela novamente o que ja se tornou um
denominador comum e que ja foi definido como a falta de efeito da Ang-(3—4) na
auséncia de um “microambiente pro-hipertensivo” (Dias et al., 2014). No caso dos
ratos HL hipertensos (Figuras 16 e 17) a aparente falta de efeito mostra — na verdade
— uma acentuada inibigdo da reabsorgédo de Na* ao nivel de tubulos renais, permitindo
uma excreg¢ao urinaria aumentada apesar da inibicdo da ingesta que a Ang-(3—4)
provocou.

A comparacéao dos resultados da ingesta de Na™ (I) (Figura 18) com os da UnaV
(U) (Figura 19) é apresentada na Figura 23A e a diferenga | - U (balancgo diario) na
Figura 23B. A comparacéao entre a ingesta de Na* e a UnaV demonstra que o balango
foi ligeiramente positivo (na faixa 0,01-0,03 mequiv em 24 h/100 g BM nos ratos CTR
e, como ja mencionado sem ou com um pequeno efeito da Ang-(3—4), como se
depreende visualizando a 12 e a 32 colunas da Figura 23B. Possivelmente, essa

pequeno balango de Na* positivo corresponde a pequena parcela de Na*
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Figura 22. A administracdao de Ang-(3—-4) nao altera a excregao urinaria de Na* em 24 h,
tanto em ratos CTR quanto em ratos HL. Excrec¢éo urinaria de Na* em 24 h (UnaV) em ratos
dos grupos CTR e HL depois de 106 dias, que receberam ou nao Ang-(3—4) como indicado
na abscissa. As barras correspondem a médias + erro padrao. As diferencas foram analisadas
utilizando ANOVA-1 fator seguido do teste de Bonferroni para pares selecionados. Valores de
P indicados dentro da figura; n =10 (CTR), n=10 (HL), n=11 (CTR + Ang-(3—4) e HL + Ang-
(3-4)).
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ingerido que se elimina no suor hiponatrémico dos ratos, que contem em torno de 25
mequiv Na*/l (Quatrale & Laden, 1968). Esta diferenga sobe para 0,06 mequiv Na* em
24 h/100 g BM nos ratos HL (22 coluna) o que significaria a acumulagao de ~1 mequiv
Na*/l de agua extracelular por dia® e um total de ~50 mequiv Na*/l de agua extracelular
ao longo da metade final do estudo®*. Ja a primeira vista esta acumulagdo levaria a
[Na*]pis para valores extremamente altos ou a uma expansao isotbnica do fluido
extracelular, ambas incompativeis com a vida, discussdo que sera retornada em
seguida. A UnaV aumentou 100% em relacéo a ingesta apds administracdao de Ang-
(3—4), correspondendo a um balango de Na* corporal diario negativo em torno de -
0,06 mequiv/100 g BM (42 coluna); o que significa cancelar totalmente o acumulo diario
ocorrido antes de sua administragao.

As perguntas seguintes durante o desenvolvimento do trabalho foram: (i) em
qual compartimento foi sendo acumulando o Na* da dieta nos ratos com sobrepeso a
medida que foi transcorrendo o tempo? (ii) O plasma destes ratos se tornou
hipernatrémico? (iii) Apés a administragdo de Ang-(3—4), o plasma dos animais com
sobrepeso se tornou hiponatrémico em decorréncia de ser UnaV>>Ingesta Na*?
As trés perguntas foram respondidas com os experimentos apresentados na Figura
23.

Neste ponto e a partir da combinacdo destes ultimos resultados, uma nova
questdo emergiu: como poderia a acumulagdo de Na* em compartimentos
osmoticamente silenciosos estar associada a génese da hipertensédo que os ratos HL
desenvolveram? Além da pele (Titze & Luft, 2017; Canaud et al., 2019), os
glicosaminoglicanos da camada superficial do endotélio (Figura 11) constituem um
importante compartimento intermediario para a acumulagdo osmoticamente inativa de
Na* porque ela se encontra em contato direto com o Na* circulante antes de que ele
passe para os glicosaminoglicanos intersticiais (Olde Engberink et al., 2014). E
conhecido ha mais de 35 anos que os glicosaminoglicanos desempenham um papel
importante na patofisiologia da hipertensdo (Reynerston et al., 1986), atuando
especialmente nos vasos de resisténcia (Castro et al., 1999; Roccabianca et al., 2014)

3 Estimativa a qual se chega assumindo que um rato tem 80% de sua massa corporal em agua, sendo 55%
intracelular e 35% extracelular.
4 Assumindo que esse balanco positivo didrio se estabeleceu quando os ratos comecaram a se tornar hipertensos.
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Figura 23. A administracao de Ang-(3—4) provoca um acentuado balan¢o negativo de
Na*® em ratos com sobrepeso alimentados com a dieta HL, mas nao em ratos CTR. (A):
Diferencas entre ingesta de Na* (l) e excregéo urinaria de Na* em 24 h (U) em ratos CTR e
HL que receberam ou ndo Ang-(3—4) nos Uultimos dois dias de exposicao as dietas
diferenciadas (grupos separados pelas linhas verticais pontilhadas), como indicado na
abscissa. As barras correspondem a médias * erro padrdo. As diferencas dentro de cada
grupo foram analisadas empregando teste t de Student ndo pareado e os valores de P estao
indicados na figura. Os valores de n sdo aqueles indicados para cada condigéo na legenda
da Figura 21. (B): Balancgo corporal de Na*em 24 h (diferenca entre as médias de ingesta e
de UnaV apresentadas no painel A. # corresponde a P = 0,0347 na comparagao entre ingesta
e excregdo de Na* para o grupo HL em A; # corresponde a P = 0,0030 na comparagao para
o grupo HL + Ang-(3—4).
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e suas alteragbes — como as provocadas pelos agentes mostrados na Figura 10 —
culminam na génese de hipertensdo (Olde Engberink et al., 2014). Poder-se-ia
postular que quantidades elevadas de tecido adiposo perivascular (PVAT), o
equivalente do tecido adiposo visceral aumentado que apresentam os ratos HL
(Figuras 14 e 15), contribui para esta perturbacdo e, consequentemente, para um
tbnus vascular alterado (Maenhaut & Van de Voorde, 2011) e para uma
distensibilidade de grandes vasos diminuida (Resnick et al., 1997), através da
secrecdo de citocinas e adipocinas (Costa et al., 2018). E importante destacar, dando
suporte a esta ideia, que mediadores inflamatérios secretados por células muito
abundantes no tecido adiposo visceral, como macrofagos (Weisberg et al., 2003; Xu
et al., 2003), sao considerados osmosensores e reguladores da ligacdo de Na* em
compartimentos livres de agua e, portanto, osmoticamente inativos (Wiig et al., 2018).
Todos estes processos e mecanismos poderiam estar subjacentes nos potenciais
efeitos adversos que o Na* tissular alto exerce em pacientes com resisténcia a
insulina, como demonstrado em estudos de imageamento de 2?Na através de
ressonancia magnética (MRI) (Deger et al., 2017), na hipertenséo (Bottomley, 2016)
e em doengas cardiovasculares de maneira geral como ja mencionado acima (Titze &
Luft, 2017).

4.5. Transporte ativo de Na* aumentado em tubulos proximais renais
de ratos com sobrepeso: retorno aos valores CTR apés

administragao de Ang-(3—4)

A Figura 25 mostra suprarregulagdo da (Na*+K*)-ATPase (painel A) e da Na*-
ATPase (resistente a ouabaina) (painel B) de células de tubulos proximais em 80% e
20%, respectivamente. Esta ativacao indica que tanto a reabsor¢gao macica de Na*
mediado pela primeira, quanto o ajuste fino mediado pela segunda (Vieyra et al., 1986)
se encontram aumentadas em animais com sobrepeso alimentados com uma dieta
HL, que se tornaram hipertensos num periodo em que também acumularam Na*
progressivamente. Esta suprarregulagao foi suprimida pela administragédo de Ang-(3—
4) que, novamente, nao teve nenhuma influéncia nas atividades medidas empregando
membranas de ratos CTR. A suprarregulacdo das ATPases transportadoras de Na*

de tubulos proximais — segmento do néfron onde ocorre 70—



63

170
P = 0,6299 .
= ——— P =0,0001 ———
> 160- (————— P > 0,9999 —
g_ — P =0,0205— — P >0,9999 —
)
€ 150- —
2 —_——
o
o
2. 140
130
Dieta CTR HL CTR
Ang-(3-4) - - &

Figura 24. A diminuida concentragdo plasmatica de Na* de ratos alimentados com a
dieta HL retorna para valores do grupo CTR apés administragcao de Ang-(3—4). As barras
representam médias + erro padrdo de determinagdes de [Na*]ps de ratos alimentados com
dietas CTR ou HI durante 106 dias e que receberam ou ndo Ang-(3—4) nos ultimos dois dias,
conforme mostrado na abscissa. As médias foram comparadas empregando ANOVA-1 fator
seguido do teste de Bonferroni para pares selecionados (CTR: n=21; HL: n=20; CTR + Ang-
(83—4): n=20; HL + Ang-(3—4): n = 20). Valores de P inseridos na figura.
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80% da reabsorg¢ao do Na* filtrado nos glomérulos(Aires, 2018) — aparece entdo como
um dos mecanismos centrais responsaveis por uma reabsorcdo aumentada de Na*
com diminuigdo da sua UnaV, permitindo assim seu acumulo progressivo nas
estruturas e através dos processos propostos e discutidos no ponto anterior 4.4. Esta
ideia é corroborada pela observacao de que a administragao de Ang-(3—4) a ratos HL
levou simultaneamente a recuperacédo das ATPases transportadoras de Na* para os
niveis encontrados nos ratos CTR e promoveu o acentuado balango negativo de Na*

observado na Figura 23.

Novamente aqui as agbdes da Ang-(3—4) em tubulos proximais — ndo vistas em
ratos CTR — se tornaram significativas em condigdes que culminaram numa
reabsor¢gao aumentada de Na* e hipertensdo bem estabelecida, i.e. no microambiente
proé-hipertensivo encontrado no interior do tecido renal e do qual a suprarregulagéo
dos AT1R e a infrarregulagdo dos AT2R (Figura 18) sdo dois dos expoentes. A
suprarregulagao da via de sinalizagao acoplada a AT+1R é central em processos que
culminam com hipertensao, como ja apresentado e discutido na subsecao 4.2., porque
esta via € considerada o passo inicial na modulagdo do manejo coordenado de Na*
em diferentes segmentos tubulares (Aperia et al., 1996; Ohsawa et al., 2014), e ela
participa diretamente da regulagdo do seu transporte ativo em tubulos proximais
mediado pelas duas ATPases transportadoras co-localizadas na mesma membrana
basolateral (Aperia et al., 1994; Silva et al., 2014b). Deve ser ressaltado que a
supressao da suprarregulacdo destas ATPases em condigbes de simultanea
diminuicdo da ingesta (Figura 20) € a circunstancia que levou ao acentuado balango
negativo de Na* (Figura 23), apesar da falta de efeito na magnitude da UnaV (Figura
22).

Outros componentes do chamado “microambiente pré-hipertensivo”, gerado
por uma hiperatividade do RAS local a partir de uma via de AT1R suprarregulada,
merecem mengado no contexto da suprarregulacdo da Na*-ATPase resistente a
ouabaina — portanto do ajuste fino de uma reabsor¢édo aumentada de Na* — e da
tematica central da presente tese. A primeira se relaciona com o importante papel que
elementos chave das vias de sinalizacdo acopladas a AT1R, como a PKC
desempenham na regulacdo desta ATPase em tubulos proximais (Lara et al., 2008;
Rangel et al., 2001, 2002, 2005). A segunda é a possivel contribuicdo que espécies

reativas de O2 — cuja formacao € especialmente estimulada por Ang Il na obesidade
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Figura 25. A suprarregulacido da (Na*+K*)-ATPase (sensivel a ouabaina) e da Na*-
ATPase (resistente a ouabaina e sensivel a furosemida) de células de tubulos proximais
de ratos com sobrepeso que receberam a dieta HL é revertida pela administragédo de
Ang-(3-4): auséncia de efeito em ratos CTR. (A): (Na*+K*)-ATPase. (B): Na*-ATPase. As
barras correspondem a médias + erro padréo de atividades obtidas empregando preparacdes
diferentes de membranas de células tubulares proximais de ratos que receberam dietas CTR
ou HL, tratados ou ndo com Ang-(3—4), como indicado nas abscissas. As diferencas foram
analisadas empregando ANOVA-1 fator seguido de teste de Bonferroni para pares
selecionados (valores de P indicados dentro dos painéis; n =6 e n =5 preparagdes de CTR e

HL obtidas de ratos nao tratados ou tratados com Ang-(3—4), respectivamente.
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(Ramalingam et al., 2017) — dariam, nos ratos com sobrepeso, para o estimulo
concertado da Na*-ATPase (Bettowski et al., 2007) que é também ativada por leptina
na obesidade (Bettowski et al., 2004, 2007). Alteracdes redundantes provocadas por
um RAS suprarregulado, afetando a regulacdo da Na*-ATPase responsavel pelo
ajuste fino da reabsorgao proximal de Na+, confeririam especial significado patogénico
ao aumento de sua atividade observado na Figura 25B.

O transporte ativo de Na* também se encontra suprarregulado num segmento
do néfron caracterizado pela sua relativa impermeabilidade a agua: o ramo
ascendente grosso da alga de Henle (Aires, 2018). A Figura 26A mostra uma atividade
aumentada da (Na*+K*)-ATPase em torno de 80% que, a diferenga do encontrado em
tubulos proximais, ndo se acompanhou de um aumento da atividade da Na*-ATPase
resistente a ouabaina (Figura 26B). Embora o transporte ativo de Na* desacoplado do
contratransporte de K* no ramo ascendente grosso tenha sido demonstrado de
consideravel magnitude a época de suas primeiras descricbes 50 anos atras
(Whittembury & Proverbio, 1970; de Jairala et al., 1972), a falta de resposta a
estimulos como os que certamente contribuiram para sua suprarregulagado em tubulos
proximais parece indicar diferengas no microambiente regulatério do cortex externo
(onde se encontram os tubulos proximais e a medula externa (regido onde se encontra
0 ramo ascendente grosso da alga de Henle), capazes de influir de maneira seletiva
na atividade da Na*-ATPase. Poder-se-ia postular que uma seletiva e preservada
producao de prostaglandinas, que contrarregula os efeitos de Ang Il na medula renal
mas nao no cortex (Parekh & Zou, 1996), seria responsavel pela falta de hiperativagao
da Na*-ATPase, sem proteger a Na*+K*)-ATPase do ramo ascendente da influéncia
de alteragdes provocadas pela dieta HL.

A suprarregulagao do transporte ativo de Na* mediado pela (Na*+K*)-ATPase
neste segmento do néfron poderia ter relevancia na homeostasia alterada do Na*
corporal no sobrepeso associado a hipertensao. Isto porque os fluxos hiperosméticos
de Na* na alga de Henle (Rocha & Kokko, 1974) sdo centrais no estabelecimento do
gradiente cortico-medular do ion (Haneder et al., 2014) que torna os rins 0s 6rgaos
chave para a regulagdo de volume e composigdo dos compartimentos liquidos. A
reabsor¢géo de NaCl ndo acoplada a 4gua gera um fluido tubular diluido, permitindo
que este “efeito primario” se transforme no principal mecanismo que permite a

operagao do sistema multiplicador de contracorrente
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Figura 26. Suprarregulagcado da (Na*+K*)-ATPase, mas ndao da Na*-ATPase resistente a

ouabaina, nas células do ramo ascendente grosso da alga de Henle em rins de ratos
com sobrepeso. (A): (Na*+K*)-ATPase. (B): Na*-ATPase. As barras correspondem a médias

+ erro padrao de atividades obtidas empregando preparagdes diferentes de membranas de

células tubulares proximais de ratos que receberam dietas CTR ou HL, tratados ou ndo com

Ang-(3—4), como indicado na abscissa. As diferengas foram analisadas empregando ANOVA-

1 fator seguido de teste de Bonferroni para pares selecionados (valores de P indicados dentro

do painel; n =6 e n =5 preparagdes obtidas de ratos CTR e HL n&o tratados ou tratados com

Ang-(3—-4), respectivamente).
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aumentando a osmolaridade medular. Esse aumento de osmolaridade intersticial
poderia ter consequéncias desestabilizantes sobre proteinas e diferentes processos
de transporte nesta parte no parénquima renal (Somero, 1986; Vieyra et al., 1991),
com impacto na densidade celular e na oxigenagao, processos cuja operagao se
encontra modificada em diferentes condi¢des patolégicas nas quais o gradiente
cértico-medular de Na* se altera (Haneder et al., 2014; Moon et al., 2014). Muito
embora as observacdes de Haneder et al. e de Moon et al. se refiram a situacdes de
gradiente diminuido abre-se a possibilidade de que o gradiente aumentado leve
também a lesdes renais como resultado do efeito desestabilizante de proteinas que a

hiperosmolaridade provoca.

4.6. O sobrepeso, a hipertensao e as alteragcées da homeostasia
corporal de Na* que a dieta hiperlipidica provoca fazem parte de uma

sindrome metabdlica

Os resultados apresentados a seguir apresentam evidéncias de que as
modificacdes de massa corporal, da pressado arterial e da homeostasia de Na*
provocadas pela dieta hiperlipidica se inserem num quadro de sindrome metabdlica,
com algumas caracteristicas intrigantes. As Figuras 27 e 28 comeg¢am mostrando isto
em termos de perfil lipidico. Embora a concentragao plasmatica de colesterol total seja
semelhante em ratos CTR e HL (Figura 27), encontrou-se que a diminuicdo de
concentracdo de ftriglicerideos (Figura 28A) se acompanha também de uma
diminuicdo de ~50% da fragao de lipoproteinas de alta densidade (Figura 28B) e de
um aumento de ~100% da frag&o de lipoproteinas de baixa densidade (Figura 28C).
As alteragdes opostas que foram observadas nas lipoproteinas sao cardinais nas
dislipidemias encontradas na sindrome metabdlica (Chan et al., 2004; Rizzo &
Berneis, 2007) e constituem expressao de alterados fluxos de acidos graxos do tecido
adiposo para o figado e do remodelamento bioquimico das lipoproteinas uma
consequéncia global da resisténcia a insulina e da acumulagado de gordura visceral
(Chan & Watts, 2008). Chama, no entanto a atencdo a acentuada diminuigdo de
triglicerideos mostrada na Figura 28A, o que introduz uma singularidade chamativa a
dislipidemia causada pela dieta acentuadamente hiperlipidica. A particular propor¢ao
lipideos/glicidios da dieta HL (Tabela 1) poderia ser responsavel por uma diminuida

sintese de acidos graxos no figado, combinada com um aumento de atividade de
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enzimas lipoliticas num cenario de exacerbada atividade simpatica, com preservacao
das habituais alteracdes no remodelamento das lipoproteinas. O acentuado depdsito
de gordura visceral (Figura 14) indica que essa poderia ser também uma das causas
do ndo aumento da concentragdo de triglicerideos plasmaticos. As alteragbes
morfolégicas observadas nos adipécitos (Figura 15) poderiam ter seu correlato
funcional num processo de acentuada sintese e depdsito de triglicerideos em toda a
gordura visceral. Em seres humanos, adipécitos da gordura visceral — de tamanho
maior, como observado na Figura 14 em ratos — tem uma captagdao aumentada de
triglicerideos com entrada celular de glicose diminuida o que indica resisténcia a
insulina (Méarin et al., 1992).

O quadro de sindrome metabdlica nos ratos HL se completa com uma
moderada — porém significativa — glicemia no jejum (Figura 29A) e por intolerancia a
glicose (Figura 29B, C), ja predito pelas alteragbes do perfil lipidico. Esta resisténcia
a insulina pode ser atribuida especialmente a dois fatores: o estimulo da secregao de
citocinas pelo tecido adiposo visceral (Garbarino et al., 2009) e pelo acimulo de Na*
tissular (Deger et al., 2018). O transporte renal alterado de Na* nos tubulos proximais
e no ramo ascendente da alga de Henle (Figuras 25 e 26), que contribuiria para a
reabsorcdo aumentada de um Na* que se acumula silenciosamente em
glicosaminoglicanos como resultado de estimulos pro-hipertensivos como o estresse
oxidativo e a inflamagédo (Figura 11), completa a rede mecanistica que associa
adiposidade abdominal, resisténcia a insulina, hipertensao e risco cardiovascular
(Strazzullo et al., 2001). Embora a hiperglicemia no jejum seja leve e a resisténcia a
insulina também moderada, trata-se de ratos jovens, como mencionado ao apresentar
o desenho experimental. Como ja mencionado na Introdug¢do, a obesidade juvenil,
para além de levar a um agravamento progressivo da resisténcia a insulina com o
transcorrer do tempo, aumenta significativamente o risco cardiovascular na idade
adulta, associado ou ndo a uma sindrome metabdlica, como o demonstra a avaliagao
e comparacgao de diferentes parametros circulatorios (Nadeau et al., 2011).

Por fim, nesta tese foi investigada a evolugédo do acido urico plasmatico, cuja
associacao a alteracdes na homeostasia de Na* corporal e a hipertensao esta sendo
redescoberta (Albu et al., 2020), especialmente em relagdo a rigidez arterial nos
grandes vasos (Resnick et al., 1997), proposta neste estudo como um dos principais

processos associados ao aumento observado na PAS (Figura 16).
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Figura 27. Os niveis de colesterol total no plasma de ratos com sobrepeso que
receberam a dieta HL sao semelhantes aos dos ratos CTR. As barras
correspondem a médias * erro padrao (n = 19) de determinagdes realizadas no soro
de ratos CTR e HL, como indicado na abscissa, 106 dias apds exposicao as dietas. A
comparagao (valor de P mostrado na figura) foi realizada empregando teste t de

Student ndo pareado.
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Figura 28. Ratos com sobrepeso alimentados com dieta HL apresentam

sindrome metabdlica com uma dislipidemia de intrigante perfil: triglicerideos

significativamente diminuidos. Grupos indicados nas abscissas. (A): Triglicerideos.

(B): Lipoproteinas de alta densidade. (C): Lipoproteinas de baixa densidade. As barras

correspondem a médias + erro padrao (n = 19). Os trés componentes lipidicos foram

analisados no dia 106 de exposicao as dietas em cada uma das 19 amostras de soro.

As diferencgas (valores de P em cada painel) foram analisadas empregando teste t de

Student ndo pareado.
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Hiperuricemia em humanos foi associada a dislipidemia, hipertensdo e
sindrome metabdlica (Ali et al., 2018), 35 anos depois de um pioneiro estudo de quase
40 anos atras entre operarios de uma fabrica de maquinas de escrever na ltalia,
mostrando a associagao existente entre metabolismo do acido urico, reabsorg¢ao
proximal de Na* e hiperinsulinemia, tendo a resisténcia a insulina como elo
fisiopatolégivo(Cappuccio et al., 1993).

A Figura 30 mostra que o acido urico sérico mais do que dobrou nos ratos com
sobrepeso que receberam a dieta HL, hipertensos, com alteragdes na distribuicéo
corporal de Na*,com dislipidemia, e com resisténcia a insulina, e cuja PAS aumentada
— possivelmente devido a uma acumulagdo perivascular de Na* aumentada — foi
revertida pela Ang-(3—4). Que, novamente, ndo teve qualquer efeito nos niveis de
acido urico de ratos CTR normotensos. Estas observagdes, tomadas em conjunto,
sugerem fortemente que a hiperuricemia resultou de um aumento na reabsorc¢ao de
acido urico no seu principal segmento tubular de transporte, o tubulo proximal (So &
Thorens, 2010), estimulado por um RAS suprarregulado. No estudo de Cappuccio et
al., acima mencionado, foi encontrada uma alta correlacdo entre acido urico

plasmatico e clearance de Li*, i.e. reabsorc¢ao tubular de Na*.
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Figura 29. Leve hiperglicemia no jejum e tolerancia a glicose diminuida em ratos
HL. (A): Depois de 98 dias de dieta (154 dias de vida) os animais foram submetidos a
jejum de 12 h para uma primeira determinagdo da glicemia (grupos indicados na
abscissa). As barras correspondem a médias + erro padrao (n =15 para o grupo CTR,;
n = 16 para o grupo HL). A diferenga foi investigada empregando teste t de Student
nao pareado (valor de P mostrado no painel). (B) Apds a extragdo do sangue para a
determinacgao da glicemia no jejum, os ratos receberam glicose por gavagem (seta) e
as concentracoes plasmaticas foram medidas nos tempos indicados na abscissa. Os
pontos correspondem a médias * erro padrao (n = 15 para o grupo CTR; n = 16 para
o grupo HL). A comparagao estatistica entre as médias de valores de glicemia foi
realizada empregando ANOVA-1 fator seguido de teste de Bonferroni para pares
selecionados, que foram aqueles CTR e HL no mesmo tempo apds a administracao
de glicose (*: P=0,0017 aos 15 min; P =0,0016 aos 30 min; P=0,0160 aos 120 min).
A éarea cinza escura mostra a area extra embaixo da curva em ratos HL. (C):
Quantificacéo da area embaixo das curvas correspondentes aos ratos CTR e HL. As
barras representam médias + erro padrao das areas correspondentes a cada rato em

cada grupo. A diferenga foi investigada empregando teste t de Student ndo pareado

(valor de P mostrado no painel).
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Figura 30. A hiperuricemia que acompanha a hipertensdo arterial em ratos com
sobrepeso alimentados com a dieta HL é revertida pela Ang-(3-4). As barras
correspondem a médias =+ erro padrao de determinacdes de acido urico plasmatico realizadas
apo6s 106 dias de exposicao as dietas diferenciadas — os dois ultimos dias recebendo ou néao
Ang-(3—4) — como indicado na abscissa. As diferengas foram avaliadas empregando ANOVA-
1 fator seguido do teste de Bonferroni para pares selecionados. Valores de P para as
comparagodes selecionadas indicados na figura; n=14 (CTR e HL), n=15 (CTR + Ang-(3—-4)),
n =12 (HL + Ang-(3-4)).
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5. Conclusoes, significado e limitagoes

5.1. Conclusoes

Uma dieta hipercaldrica rica em lipideos, com um conteido de Na* mais alto
que o normal, a ratos jovens (58 dias de idade) é capaz de induzir uma moderada
hipertensdo arterial sistolica como resultado de alteragdes na distensibilidade dos
grandes vasos. A Ang-(3—4) o antagonista fisiolégico mais potente da Ang Il reverteu
0 quadro hipertensivo, a0 mesmo tempo em que suprimiu a suprarregulagao de
ATPases transportadoras de Na* em tubulos renais, promoveu uma acentuada
mobilizacdo de Na* progressivamente acumulado em compartimentos osmoticamente
silenciosos, diminuiu sua reabsor¢cao em tubulos renais e estimulou sua excrecao
urinaria, conjuntamente com uma pronunciada diminuigdo da ingesta. A hiperatividade
da via de sinalizagdo associada a ATiR (também revertida por Ang-(3—4)) e a
infrarrequlacdo da via de AT2R provocadas pela dieta rica em lipideos e Na*
constituem um dos mecanismo que levaram a hiperativagdo da reabsorgédo de Na* e,
simultaneamente a uma expansao das reservas do ion nesses compartimentos
osmoticamente inativos. Esta dieta levou a uma sindrome metabdlica com um HDL
diminuido, LDL aumentado e uma diminuicdo de triglicerideos plasmaticos que
poderia ser atribuido a uma acentuada deposigao em adipdcitos alterados da gordura
visceral. A resisténcia a insulina — comprovada por uma alterada curva de tolerancia
a glicose — e a intensa hiperuricemia poderiam ser também consequéncia de um RAS
alterado. Os achados novos foram que doses orais de Ang-(3—4), no intervalo de 48
h, foram suficientes para restaurar a pressao arterial para niveis controle e tornar o
balanco de Na* acentuadamente negativo. Estas conclusdes se encontram resumidas

de maneira grafica na Figura 31.

5.2. Significado

Este estudo mostra que a hipertens&o associada ao sobrepeso com importante
aumento de adiposidade visceral, a qual se desenvolve com acumulagao de Na* em
depositos tissulares livres de agua, pode ser completamente revertida pela
administracao oral de Ang-(3—4). O peptideo normaliza as suprarreguladas ATPases
renais transportadoras de Na* e a densidade de AT1R, causando simultdneo aumento

da UnaV, efeitos na economia corporal de Na* que se complementa ao induzir uma
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diminuicdo acentuada na ingestdo de sal. Estas descobertas trazem uma viséo
contemporanea original de como um RAS hiperativado pode ser contrarregulado pelo
mais curto peptideo derivado de angiotensinas, com potenciais aplicagdes para o

tratamento de elevada pressao arterial em humanos.

5.3. Limitagoes

Este estudo apresenta uma limitagcao. Apesar da evidéncia de uma mobilizagao
de Na+ seguida de excregéo urinaria induzida por Ang-(3—4), o Na+ depositado nos
glicosaminoglicanos em torno dos grandes vasos ndo foi medido diretamente. A
utilizagdo de MRI empregando 23Na permitiria refinar o estudo da dindmica da
acumulagao de Na* durante o periodo em que os ratos foram adquirindo sobrepeso e
se tornando hipertensos e possibilitaria acompanhar a sua liberagao pela acédo da
Ang-(3—4). Estudos adicionais empregando 2*Na MRI poderao clarear este panorama.
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Figura 31. Resumo grafico das principais observagoes desta Tese. A figura
compara PAS, distribuicdo de Na* corporal e UnaV em ratos CTR e HL (apresentados

em tamanhos diferentes), antes e depois da administragédo de Ang-(3—4).
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