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Resumo

A obesidade é considerada um dos maiores problemas de saude publica
mundial, estando envolvida na génese de diversas outras patologias como:
hipertenséo arterial, doenca vascular encefalica e doencas renais. O excesso de peso
e a obesidade se associam a hipertensao através de iniUmeros mecanismos, entre 0s
quais estdo o aumento de reabsorcéo de sadio renal, a hiperatividade simpatica e do
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA). Os eritrécitos sdo células altamente
sensiveis as modificacbes das concentracfes sanguineas de sodio e potassio, que
por sua vez sdo moduladas pelos sistemas transportadores dos cations. O objetivo do
presente trabalho é avaliar a atividade dos transportadores ativos primarios de sédio
(Na*-ATPase e a Na*+K*-ATPase) localizados na membrana dos eritrécitos em uma
populacdo multi-étnica de individuos obesos, com sobrepeso e eutroficos, com o
intuito de utilizar estes parametros como biomarcadores de hipertensdo arterial
associado a obesidade. Os grupos foram formados por funcionarios e estudantes da
Unigranrio, que serdo classificados, de acordo com o indice de massa corporal (IMC).
A populacgéo do estudo e formada 29 individuos, classificados pelo IMC e divididos em
seus respectivos grupos. A determinacdo da atividade dos transportadores ativos
primarios de sodio (Na*-ATPase e a Na*+K*-ATPase) localizadas nas membranas dos
eritrocitos foi mensurada a partir da quantificacdo do fosfato inorganico liberado pela
hidrélise do ATP. Como resultados, verificamos que existe uma reducdo da atividade
das ATPases transportadoras de Na* nos individuos obesos e com sobrepeso em
comparacao com a dos eutréficos (Na*+K*ATPase: n = 5-9; eutroficos: 44,7 + 6,1;
sobrepesos: 29,8 £ 3,4; obeso: 14,2 + 4,5 nmol Pi x mg x h) (Na*-ATPase: n = 4-6;
eutréficos: 28,8 + 4,5; sobrepesos: 14,6 + 2,4; obeso: 8,7 = 2,1 nmol Pi x mg x h).
Podemos concluir que a atividade Na*+K*-ATPé&sica e a Na*-ATPasica seriam

importantes biomarcadores para as modificacfes ocorridas na obesidade.

Palavras-chave: Obesidade, Transportadores Ativos Priméarios de Na*, Na*-
ATPase, Na*+K*-ATPase, Hipertensao Arterial.



Abstract

The Obesity is considered one of the biggest public health problems worldwide,
being involved in the genesis of several other pathologies such as: arterial
hypertension, cerebral vascular disease and kidney diseases. Overweight and obesity
are associated with hypertension through numerous mechanisms, among which are
the increase in renal sodium reabsorption, sympathetic hyperactivity and the renin-
angiotensin-aldosterone system (RAAS). Erythrocytes are cells highly sensitive to
changes in blood sodium and potassium concentrations, which in turn are modulated
by the cation transport systems. The objective of the present study is to evaluate the
activity of primary active sodium transporters (Na*-ATPase and Na*+K*-ATPase)
located on the erythrocyte membrane in a multi-ethnic population of obese, overweight
and eutrophic individuals, with the in order to use these parameters as biomarkers of
hypertension associated with obesity. The groups were formed by Unigranrio
employees and students, who will be classified according to the body mass index
(BMI). The study population was formed by 29 subjects, classified by BMI and divided
into their respective groups. The determination of the activity of the primary active
sodium transporters (Na*-ATPase and Na*+K*-ATPase) located in the erythrocyte
membranes was measured from the quantification of the inorganic phosphate released
by ATP hydrolysis. As a result, we found that there is a reduction in the activity of Na*
transporting ATPases in obese and overweight individuals compared to that of
eutrophic individuals (Na*+K*-ATPase: n = 5-9; eutrophic: 44.7 + 6.1; overweight: 29.8
+ 3.4; obese: 14.2 £ 4.5 nmol Pi x mg x h) (Na*-ATPase: n = 4-6; eutrophic: 28.8 +
4.5; overweight: 14.6 + 2.4; obese: 8.7 = 2.1 nmol Pi x mg x h). We can conclude that
Na*+K*-ATPase activity and Na+-ATPase activity would be important biomarkers for
changes in obesity.

Keywords: Obesity, Na* Transporters, Na*-ATPase, Na*+K*-ATPase, Arterial

Hypertension.
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1. Introducéo

Nas ultimas décadas o numero de pessoas com sobrepeso e obesidade no
mundo aumentaram de forma significativa, atingindo todas as classes sociais, idades
e varios paises de mundo (Figura 1) (www.worldobesity.org, 2020). O numero de
individuos com sobrepeso no mundo gira em torno de 2,7 bilhdes de individuos e
destes 1 bilhdo sdo obesos (Yach et al., 2016). No Brasil, esta condicdo ndo é
diferente, em um periodo de dez anos a obesidade e o sobrepeso aumentaram
significativamente, em 2008-2009 (IBGE, 2009), a obesidade atingia 12% da
populacao, que passou para 20% em 2018, enquanto o sobrepeso, que atingia 43%
da populagcéo em 2008-2009, passou para 56% em 2018 (Vigitel, 2018).

Figura 1. Obesidade no mundo.

Nodata 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%
‘ I [ |

Source: WHO, Global Health Observatory OurWorldinData.org * CC BY-SA

Percentual de adultos obesos no mundo, sdo considerados obesos os individuos que
apresentam o indice de massa corporal (IMC) > 30 (https://ourworldindata.org/obesity,
2016).

A obesidade é classificada de acordo com o indice de massa corporal (IMC), que
é calculado a partir da divisdo do peso corporal (em kg) dividido pela altura (em m) ao
quadrado, de acordo com a Organizacao Mundial da Saude o individuo é considerado


about:blank

obeso quando apresenta um IMC maior ou igual a 30 e com sobrepeso quando
apresenta o IMC na faixa de 25 a 29,9 (WHO, 2017).

A obesidade é uma doenca cronica que esté associada a diversas comorbidades,
entre elas estdo: a hipertensdo arterial, diabetes mellitus tipo Il, doencas
cardiovasculares, entre outras (Andolfi & Fisichella, 2018). O aumento da proporcao
de individuos obesos, e consequentemente, de suas comorbidades, se tornou um
importante problema de saude publica mundial, levando a grandes gastos financeiros
(Madruga et al., 2016).

Segundo Reisin & Jack (2009), aproximadamente 40% dos americanos obesos
apresentam hipertensédo arterial. O sobrepeso e a obesidade estdo diretamente
ligados a alteragOes renais que vao culminar em um aumento da reabsorcao renal de
Na* e consequentemente causando o aumento do volume plasmético, estas
condicBes sdo de extrema importancia para desenvolvimento da hipertensao arterial
associada a obesidade (Hall et al., 2020). Com grandes aumentos da adiposidade
corporal ocorrera uma ativacao simpatica que por sua vez vai causar ativacdo do
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) e aumento da presséao intra-renal

causada pela obesidade abdominal (Francischetti & Genelhu, 2007).

A partir do aumento da reabsorcéo renal de sédio a curva pressao/natriurese
sera alterada, em funcéo disto, ocorre 0 aumento da pressao arterial, para aumentar
a excregdo de soédio de modo a manter o equilibrio entre ingestdo e excrecao renal
deste cétion (Hall, 2000). A atividade simpética aumentada, mediada sistemicamente
pelo sistema nervoso simpatico e localmente pelo ramo simpatico eferente renal,
resulta no aumento da resisténcia arteriolar periférica, um dos principais moduladores

do mecanismo de retencao de sédio (Rumantir et al., 1999).

Na hipertenséo arterial, 0 manejo tubular de sddio e a contratilidade das células
de musculo liso vascular estéo alteradas, promovendo o aumento da pressao arterial.
Os eritrocitos séo células altamente sensiveis as modificagdes das concentragdes de
Na* plasmatico e séo de facil acesso, por isso, varios pesquisadores procuram uma
correlacdo entre as modificacdes no transporte de Na* nos eritrocitos e a hipertenséo
arterial (Jean et al., 1989; Golik 1996). Varios estudos mostraram anormalidades no
transporte de sédio em eritrécitos de individuos hipertensos, entretanto, os resultados

gue mostraram a concentracdo de Na* intracelular e atividade da Na*+K*-ATPase



foram distintos (Hilton, 1986; Stephen, 1996). Alguns estudos investigaram a atividade
da Na'+K*-ATPase, entretanto ndo existem resultados relacionados a atividade da

Na*-ATPase nestas condi¢coes.
1.2. Obesidade e sobrepeso: causas e consequéncias

A obesidade é identificada a partir da utilizacdo do IMC, o individuo é considerado
obeso quando o IMC é igual ou superior a 30 kg/m? (WHO, 2017) (Tabela 1). Apesar
do IMC ser um bom método e o0 mais utilizado para identificar e classificar a obesidade
e 0 sobrepeso, ele ndo indica a localizacdo da gordura corporal nem composi¢céo
corporal. O local de concentracdo da adiposidade é de extrema importancia para
predicéo de risco cardiometabdlico, pois um individuo com um IMC classificado como
normal pode apresentar um alto risco cardiometabdlico se apresentar grande

quantidade de gordura visceral (Yusuf et al., 2005).

Tabela 1. Classificacao da proporgdo peso por altura pelo indice de massa corporal.

____mMc____| dassificagdo

< 18,5 Baixo Peso
18,5—-24,9 Peso Normal
250-29,9 Pré-obesidade
30,0-34,9 Obesidade Grau |
35,0-39,9 Obesidade Grau |l

>40,0 Obesidade Grau lll

As causas da obesidade sdo complexas e multifatoriais, podendo envolver
fatores genéticos, socioeconémicos e culturais (Apovian, 2016). A interacdo desses
fatores ocorre de forma complexa e exerce influéncia nos padrdes de alimentacéo,
comportamentais, que levam a um balanco energético positivo, gerando ganho de
peso excessivo e, por consequéncia, a obesidade (Romieu et al., 2017). Apesar das

causas multifatoriais, o desequilibrio energético entre a ingesta e o gasto de calorias,



é considerado um fator chave no desenvolvimento da obesidade e o sobrepeso (WHO,
2018). Caso o consumo seja igual ao gasto, o peso corporal vai se manter, caso
contrario, 0 excesso de energia serd estocado na forma de gordura, promovendo o
aumento de peso (Anderson et al., 2015). Nos dias atuais, este fato pode ser explicado
pelos habitos de vida cada vez mais sedentarios, influenciados pela progressao
urbana e aumento da ingesta de produtos que apresentam alta concentracdo de
carboidratos e gorduras (WHO, 2018).

Para estudar a obesidade e suas consequéncias Varios fatores devem ser
levados em consideracdo quando se classifica o tecido adiposo, como a localizacao,
seus aspectos histologicos e bioquimicos. Em relacéo a localizacdo o tecido adiposo
pode ser classificado como subcutaneo e visceral (Bartelt & Heeren, 2014). O tecido
adiposo subcutaneo € encontrado entre a pele e o masculo, possuindo caracteristicas
antilipoliticas, os acidos graxos derivados da sua hidrélise sdo encaminhados para a
circulacao sistémica, apresentando baixo risco a saude (Arner, 1995). O tecido
adiposo visceral se localiza entre a parede posterior do musculo reto abdominal e a
parede anterior da artéria aorta. Tem uma grande quantidade de receptores
adrenérgicos, sendo altamente lipolitico (Ibrahim, 2009). Os acidos graxos derivados
de sua lipdlise direcionam-se para a circulacao portal, passando, primeiramente pelo
figado e, depois, entrando na circulacéo sistémica (Kwok et al., 2016). Esse processo
ocorrendo de forma exacerbada causa um aumento de influxo de acidos graxos para
o figado, sobrecarregando-o. Por produzir uma maior quantidade de adipocinas pré
inflamatorias, esse tecido adiposo é mais perigoso e esta relacionado a doencas como
esteatose hepatica ndo alcodlica, dislipidemias, diabetes mellitos tipo 2 (DM2) e

doencas cardiovasculares (Ibrahim, 2009).

Em relacdo aos aspectos histolégicos e bioquimicos, os adipdcitos podem ser
classificados em trés tipos: o adipdcito branco, que apresenta uma Unica gota de
gordura que preenche quase todo citosol, com pequenas quantidades de
mitocondrias; o adipOcito marrom que apresenta diversas pequenas goticulas de
gordura distribuidas por todo citosol com uma grande quantidade de mitocéndrias
(Figura 2) (Virtanen et al., 2009; Saely et al., 2012; Adamczak & Wiecek, 2013; Bartelt
& Heeren, 2014); e o adipécito bege, que possui caracteristicas intermediarias entre

as do branco e do marrom (Wu et al., 2013).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ibrahim+MM&cauthor_id=19656312
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ibrahim+MM&cauthor_id=19656312

Figura 2. Diferencas estruturais entre os adiposcitos branco, bege e marrom bege.

Adipocito branco

Gota lipidica Nucleo Mitocondria

O O ®

Fonte: Adaptado de Bartelt & Heeren, 2014.

O tecido adiposo branco esta relacionado com as comorbidades provenientes da
obesidade, encontra-se distribuido por todo o corpo, principalmente em grandes
depdsitos na regiao subcutanea abdominal, regido gluteofemoral, musculos, coracao
e mesentério (Kwok et al., 2016). Esse tecido tem como importante caracteristica a
producdo de uma grande quantidade de adipocitocinas que terdo acdo local e
sistémica. Essas adipocitocinas podem exercer diferentes fun¢cdes no organismo,
dentre elas estdo o controle dos niveis inflamatérios, o apetite e a presséo arterial,
como principal exemplo pode-se citar a leptina e a adiponectina (Costa & Duarte,
2006; Matsuzawa, 2006).

1.3. Papel da leptina e adiponectina na hipertenséo arterial associada ao

excesso de peso e obesidade

A leptina é uma proteina com 167 aminoacidos em sua forma inativa, em sua
forma funcional ela apresenta 146 aminoacidos (Funcke et al., 2014). Ela é produto
do gene OB e é expressa e secretada pelos adipécitos proporcionalmente a massa
de gordura corporal, a deficiéncia congénita de leptina e de seu receptor € muito rara



e causa obesidade (Frank et al., 2013; Wabitsch et al., 2015; Wasim & Fakhar, 2015).
Este hormdnio age no hipotalamo alterando a ingesta energética, diminuindo o apetite
e aumentando o gasto energético através da estimulacao simpética de varios tecidos
(Haynes et al., 1997). Em alguns modelos experimentais, como camundongos e ratos
obesos alimentados por dieta rica em gordura e/ou carboidratos, a obesidade foi
associada a resisténcia seletiva a leptina quanto as suas acdes de controle do apetite
e reducdo do peso, mas preservada quanto a sua acao sobre a atividade simpatica
(Rahmouni et al., 2003). Isso ocorre, pois, a resisténcia a leptina esté restrita ao nucleo
arqueado, com preservacao de sua acao no hipotdlamo ventromedial e dorsomedial
(Rahmouni et al., 2005).

A leptina promove suas ac¢des a partir da ligacdo com seu receptor que por sua
vez ativa a Janus cinase 2 (JAK2) (Hle & Kerr, 1995). ApGs sua ligagdo com a porcéo
extracelular do receptor, ocorre uma alteracdo conformacional que leva a ativacdo da
JAK2, que entéo, fosforila outros residuos de tirosina do receptor ativando diferentes
cascatas de sinalizagdo. Trés tirosinas podem ser fosforiladas na porcéo carboxi
terminal do receptor: Tyr985, Tyrl077 e Tyr1138 (Cui et al., 2016). A fosforilagdo do
residuo Tyr985 leva a ativacao da kinase SHP2, promovendo assim a ativacdo da
ERK1/2; o residuo Tyrl077, participa da modulacdo de aspectos relativos a
reproducdo ligando-se ao fator de transcricdo STATS5; e Tyr1138 promove a ativacao
do fator de transcricdo STAT3. Como mencionado, este € 0 mecanismo primario pelo
qual a leptina controla o balanco energético (Cui et al., 2016).

A ativacdo do receptor de leptina também pode promover a ativacdo da
fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K), uma importante kinase que modula varias vias
intracelulares e ativa os receptores de melanocortina do tipo 3 e 4 (MC3/4-R) que sdo
mediadores essenciais da acado da leptina na ativacdo simpatica renal e no aumento
da presséo arterial. Além disto, os antagonistas de MC3/4-R e a inibicdo da PI3K
previnem os efeitos cronicos deletérios sobre o sistema cardiovascular e vias

metabdlicas causados pela leptina (Fruhbeck, 2006).

O receptor de leptina também recebe sinais inibitorios de varias vias de
sinalizacdo entre eles estdo o supressor da sinalizacdo de citocina 3 (SOCS3),
proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), entre outros, isso garante que a ativacdo do
receptor ndo ultrapasse um ponto fisiologicamente necessario. Na obesidade, os

niveis circulantes de leptina aumentam, o que esta associado ao transporte diminuido



de leptina através da barreira hematoencefalica e a ativacdo dos sistemas inibidores
de feedback negativo que eventualmente levam a diminuicdo da sinalizacdo do
receptor de leptina (Pedroso et al., 2014; Reed et al., 2010; Cui et al., 2017).

Outra adipocina de papel importante nas alteracdes metabolicas é a
adiponectina, estando relacionada a resposta inflamatéria e regulacdo do balanco
energético, apresentando um papel anorexigeno e anti-inflamatério (Zonera et al.,
2020). Outra importante agao da adiponectina é aumentar a sensibilidade a insulina e
inibir a imflamacgé&o vascular (Zonera et al., 2020).

A adiponectina € uma proteina de 30 kDa, formada por 247 aminoéacidos e
apresenta uma estrutura semelhante a do TNF (Berg et al.,, 2002). Promove suas
funcdes a partir da interacdo com seus receptores, AdipoR1 e AdipoR2. O receptor
AdipoR1 apresenta uma alta expressao no musculo esquelético, enquanto o AdipoR2
€ expresso predominantemente no figado. Ambos os receptores sdo expressos nas
ilhotas pancreaticas e sua expressao € aumentada com o aumento de acidos graxos
(Berg et al., 2002).

A principal caracteristica da adiponectina para melhorar a captacdo de
glicose e 0 aumento na oxidac&o de acidos graxos seria a ativagao da proteina cinase
ativada por AMP (AMPK) muscular e hepatica (Thomas et., 2002; Yamauchi et al.,
2002). Nas células do musculo esquelético, a adiponectina promove aumento das
concentragfes de Ca2+ intracelular, ativando CaMKK, AMPK e sirtuina 1 (SIRT1),
resultando no aumento da expressao e atividade do PPARy (Thomas et., 2002;
Yamauchi et al., 2002).

Ao contrario do que ocorre com a leptina, os niveis de adiponectina circulante
estdo diminuidos na obesidade, e tem uma correlagéo inversa com IMC, glicemia e
niveis de insulina circulante, bem como com o risco de desenvolver DM2 (Berg et al.,
2002; Hui et al.,, 2012). Em relagcdo ao risco cardiovascular, a reducdo das
concentracdes de adiponectinemia estéo relacionadas a reducao da vasorreatividade,
disfuncéo endotelial, hipertensdo arterial, doenca cardiacas e inflamacédo valvar
(Ouchi et al., 2003; Mohty 2011).

1.4. Papel do SRAA na hipertenséo associada ao excesso de peso



A Figura 3, mostra de forma resumida os principais mecanismos que levam a
hipertensédo arterial associada ao excesso de peso. E dentre os principais fatores

podemos destacar o aumento da atividade do SRAA.

Individuos obesos hipertensos apresentam um aumento do angiotensinogénio
circulante, da atividade plasmatica da renina e da enzima conversora da angiotensina
(ECA) (Umemura et al., 1997). Com isso, ocorre 0 aumento da angiotensina Il (Ang
II), que vai exercer um papel autdcrino, paracrino e endocrino modulando a
reabsorcdo renal de Na* e a contratilidade dos vasos sanguineos (Hall et al., 1999). A
Ang Il tem um papel central na hipertensdo associada a obesidade, isto se torna
evidente quando pacientes e cdes obesos sdo tratados com inibidor de ECA,
observando-se menor retencdo de sédio pelo rim e reducdo da pressédo arterial
(Robles et al., 1993; Reisin et al., 1997).

Os efeitos da Ang Il na reabsorcdo de Na* em tubulos proximais renais € muito
estudada, entretanto, sobre os efeitos da Ang Il no transporte de Na* em eritrocitos
ainda € pouco esclarecido e com muitas inconsisténcias. Seus efeitos ocorrem a partir
da interacao destes peptideos com seus receptores especificos: AT1e ATz (Santos et
al.,, 2003; Axelband et al.,2009; Dias et al., 2014) que, quando estimulados,
desencadeiam a ativacdo de vias de sinalizacdo celular, muitas vezes antagonicas,
gue regulam a atividade de transportadores ativos primarios de Na*, influenciando,
desta forma, a pressdo arterial (Silva et al., 2014). Os receptores ATi1, quando
estimulados por Ang Il (sistémica ou localmente produzida), ativam vias de sinalizacéo
(que notadamente envolvem PKC) (Rangel et al., 2005) que aumentam a atividade da
(Na*+K*) ATPase e da Na*-ATPase em tubulos proximais levando a um aumento na
reabsorcédo de Na* (Therien e Blostein, 2000; Rangel et al., 2005). Com relacdo aos
receptores ATz, a maioria das a¢bes descritas sdo, de modo geral, um contrabalancgo
dos efeitos mediados por AT1 (Miura et al., 2010) com ativacdo da proteina kinase A
(PKA) (de Souza et al., 2004) e de outras vias que ainda néo foram elucidadas (Miura
et al., 2010). Apesar da atividade das ATPases transportadoras de Na* e sua
modulagdo pelo SRAA serem extensamente estudadas em diferentes modelos de
hipertensdo arterial pouco se sabe sobre a atividade destes transportadores em

eritrocitos nestas condi¢des.



Figura 3. Fatores que levam a hipertensdo associada a obesidade.
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Na obesidade, a hiperatividade do SRAA, aumento da leptina e acidos graxos livres,
promovem o aumento da atividade simpatica, causando uma ativacdo do nervo
simpético eferente renal. Estes processos por sua vez, levariam a um aumento da
reabsorcdo de sadio renal, causando um aumento na expanséo de volume levando a
hipertenséo arterial (reproduzido de Francischetti & Genelhu, 2006).
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1.5. Mecanismos de transporte idnico no eritrocito

A manutencéo do equilibrio hidroeletrolitico € critica para a sobrevivéncia do
eritrocito. Véarias vias controlam a homeostase de 4gua e solutos nos eritrocitos e
alteracdes nestes fatores podem comprometer a integridade da célula, causando uma
destruicdo prematura. Disturbios adquiridos ou genéticos de hidratacdo de eritrécitos
compde um grupo diverso de doencas com diferentes fenoétipos celulares variando de
eritrocitos desidratados a super-hidratados (Gallagher, 2017).

A preservacao equilibrio hidroeletrolitico € um processo dinaAmico que envolve
varios fatores, dentre deles podemos citar o contetudo de ions, a concentracédo de
hemoglobina, as vias de transporte de ions, a area de superficie da membrana, as
interacbes complexas entre solutos e a condutancia da membrana para anions e
cations monovalentes (Figura 4) (Brugnara 1997; Hoffmann et al., 2009). Vérias vias
medeiam a homeostase de dgua e solutos nos eritrécitos, entretanto, o volume celular
€ controlado principalmente pelo contetido de cations monovalentes (Brugnara 1997;
Hoffmann et al., 2009).

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

No estado estacionario, a permeabilidade ib6nica através da membrana
eritrocitaria € muito baixa, evitando a osmose e consequentemente alteracées no
volume celular. Eletro-difusdes catibnicas passivas (vazamento) permitem que o0
potassio saia da célula e o sédio entre. No entanto, a célula tem capacidade limitada
para responder a alteracdes nas concentracfes de cations monovalentes e, se
excedido, o volume celular mudara também. Quando a difusdo do sodio para o meio
intracelular excede a difusdo de potassio para meio fora extracelular, os eritrécitos
incham. Quando a difusdo de potassio para o0 meio extracelular excede a difusdo de
sédio para o meio intracelular, os eritrécitos murcham (Brugnara 1997). Mudancas na
permeabilidade da membrana séo detectados pela mensuragdo do sédio e potassio

intracelular, teor total de cétions, com indices de forma e hidratacdo dos eritrocitos e
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atividade dos transportadores i6nicos localizados na membrana (Stewart & Turner,
1999).

Em diferentes patologias, como hipertensdo arterial e obesidade, o0s
mecanismos de transporte localizados nas membranas dos eritrécitos se apresentam
alterados, podendo ser estudados e futuramente utilizados como biomarcadores de

diferentes patologias.

Figura 4. Modelo de vias de transporte ibnico no eritrécito humano.
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2. Justificativa

Nas ultimas décadas a obesidade aumentou significativamente em todo o mundo
atingindo tanto paises desenvolvidos como o0s em desenvolvimento

(www.worldobesity.org, 2020).

Sabe-se que a obesidade esta atrelada a diversas comorbidades dentre elas
podemos destacar a hipertenséo arterial, DM2 e doencas cardiacas. A hipertensao
arterial € uma importante comorbidade a ser estudada pois pode causar danos agudos
e cronicos a varios 6rgéaos e tecidos. Entao, faz-se necessario a descoberta de novos
biomarcadores para detectar e controlar as modificagcdes e comorbidades causadas

pela obesidade e o excesso de peso (Hall et al., 2020).

As modifica¢cdes hormonais e metabdlicas causadas pela obesidade vao afetar o
funcionamento do organismo, como também, diversos mecanismos de homeostase.
E entre eles podemos citar o balanco hidroeletrolitico e a pressao arterial. O eritrocito
€ uma célula muito sensivel a modificac6es das concentracdes de eletrélitos, por isso,
as ATPases transportadoras de sodio dos eritrocitos seriam bons candidatos a
biomarcadores para hipertensao arterial associada a obesidade.


about:blank
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Verificar a atividade dos transportadores ativos primarios de Na* (Na*-ATPase e
Na*+K*-ATPase) nas membranas de eritrocitos de individuos obesos e com
sobrepeso, no intuito de utilizar estes parametros como biomarcadores de hipertenséo

arterial associada a obesidade.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar os dados antropométricos e 0s niveis pressoricos de individuos eutroficos,

com sobrepeso e obesos;

e  Determinar o perfil bioquimico de individuos eutréficos, com sobrepeso e obesos;

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

4.1. Casuistica

Os grupos experimentais foram formados por funcionérios e estudantes da
Unigranrio, estes foram classificados em individuos com sobrepeso; obesidade e
eutroficos. A participacdo foi voluntaria, respeitando-se os critérios de inclusdo e
exclus@o. Foram incluidos no estudo 29 individuos e distribuidos, respectivamente,

pelos trés grupos de acordo com o IMC.

Os individuos selecionados foram informados sobre os detalhes do projeto e
concordaram em participar do estudo. Estes, foram avaliados clinica e
bioguimicamente. Todos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(todos os procedimentos realizados nesta dissertagcédo foram aprovados pelo Comité
de Etica da Unigranrio - CAAE - 07963219.5.0000.5283).

Os Critérios de Inclusdo foram: idade entre 18 e 50 anos, sem distincéo de

sexo e etnia; ser capaz de ler, compreender e assinar o TCLE.

Os individuos que foram excluidos do estudo apresentavam as seguintes
caracteristicas: Hipertensao arterial; DM2; Nefropatias, endocrinopatias; neoplasias;
doencas cardiovasculares; autoimunes; hematoldgicas; psiquiatricas e intestinais;
individuos que utilizam farmacos que interferem no peso corporal, no metabolismo de
carboidratos e lipideos e hipotensores; gestacdo e lactantes; uso de substancias
ilicitas.

4.2. Avaliacdo antropométrica

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

os individuos foram classificados em grupos (eutréficos, sobrepesos e obesos).

O indice circunferéncia da cintura (CC) e do quadril (CQ) foi calculado a partir
das medidas realizadas com fita métrica metalica, graduada em centimetros, com o
individuo de pé. A CC e a CQ foram medidas, respectivamente, no ponto médio entre

a crista iliaca e o ultimo arco costal e na maior circunferéncia posterior das nadegas.
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O diametro abdominal sagital (DAS) foi medido com um estadibmetro abdominal
de haste movel (caliper abdominal Trivium; Trivium Ind. e Com. Ltda; Universidade
Federal de Vigosa). O individuo se mantém em decubito dorsal em uma maca de
superficie firme, e o DAS correspondera a medida entre a maca e o limite abdominal

superior no plano horizontal.

4.3. Determinacao da pressao arterial (PA)

A PA foi aferida pelo método oscilométrico, utilizando-se um monitor
automatico da marca OMRON. Os manguitos tém tamanho apropriado ao braco dos
participantes e os registros séo feitos com o individuo sentado. Apos 5 min de repouso,
seréo realizadas trés medidas sequenciais, com intervalos de 3 min, com vistas ao
calculo da média dos niveis pressoéricos. Foram descartados valores que
apresentarem diferencas acima de 10 mmHg na PA sistdlica e 5 mmHg na PA

diastdlica.

4.4. Coleta de sangue e ensaios bioquimicos

Foram coletados aproximadamente 25 ml de sangue periférico ap6s 12h de
jejum para realizacdo das analises bioquimicas. Destes 25 ml, 15 ml foram utilizados
para obtencdo das membranas de eritrécitos para medir a atividade das ATPases

transportadoras de Na*.

As andlises bioquimicas foram realizadas em parceria com o LABORAFE —
Laboratério de Analises Clinicas da Unigranrio. Dentre as analises bioquimicas foram

avaliadas:

- Glicemia de Jejum: pelo método enzimatico, amostra coletada em tubos sem
anticoagulantes, centrifugadas imediatamente apds a coleta. Valores expressos em
mg/dL e baseados nos valores de referéncia fixados pela Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD, 2017), em que: normoglicémica < 100 mg/dL, pré-diabetes: = 100 e <
126 mg/dL e diabetes estabelecido =2 126 mg/dL;

- Insulina: determinada pelo método de quimioluminescéncia, valores expressos
em mcUl/mLI, em que os valores de referéncia para insulinemia ideal estao entre: 1,90
a 23 mcUl/ml;
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- indice de resisténcia & insulina: determinado pela aplicacdo da férmula do
HOMA-IR (homeostasis model assessment- insulin resistance), em que a resisténcia
€ determinada pelo produto da insulinemia (uU/mL) e pela glicemia de jejum (mg/dL),
dividido por 22,5. A Rl é determinada pelo HOMA-IR = 2,71, de acordo com o
observado na amostra da populacdo brasileira de origem multiétnica (GELONEZE,
2006)

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

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

4.5. Determinacao da atividade das ATPases transportadoras de sodio

As membranas plasmaticas de eritrocitos para o estudo da atividade das
ATPases transportadoras de sodio foram obtidas como descrito por Golik et al.,
(1996). Foram coletados 15 ml de sangue em tubos contendo EDTA e o sangue foi
centrifuga em uma centrifuga clinica por 15 min a 600 x g para separar as células
sanguineas do plasma. Apés separar os eritrocitos, eles foram hemolisados em uma
solucéo contendo 10 mM de TrisHCIl e 1 mM de EDTA (pH 7,4). Apés a hemdlise dos
eritrocitos, as membranas foram precipitadas com uma centrifugacdo em uma
ultracentrifuga a 27.000 x g por 20 min. ApOs a precipitacdo das membranas, elas
foram lavadas 3 vezes em uma solugdo contendo TrisHCI (10 mM, pH 7,4) e
reprecipitadas novamente com a mesma centrifugacéo. Apés a ultima centrifugacao
as membranas foram resuspendidas em sacarose (250 mM) e armazenadas em

freezer a -80°C.

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

ouabaina e da Na*-ATPase a furosemida) apdés 60 min de hidrolise do ATP.

4.6. Anélise Estatistica

Os dados clinicos e experimentais obtidos foram analisados com auxilio do
pacote estatistico IBM-SPSS (versdo 19, IBM Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Diferencas significativas nos parametros clinicos e experimentais entre 0s grupos
foram avaliadas utilizando ANOVA de um fator seguida de um pds-teste de Tukey. Os

resultados sdo mostrados como média e erro padrao
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5. Resultados

A amostra € composta por 29 individuos, que foram classificados em eutroficos
(n = 10), sobrepesos (n = 14) e obesos (n = 5) de acordo com IMC (Tabela 2). A partir
dos resultados expostos na Tabela 2, podemos verificar existe diferenca significativa
entre os trés grupos nas variaveis peso corporal e IMC. Entretanto, nas variaveis altura
e ICQ, nédo existe diferenca entre os grupos controle e sobrepeso, mas estes dois

grupos apresentam diferenca em relagéo ao grupo obeso.

A Figura 5 mostra o colesterol sanguineo total, podemos verificar que néao
ocorreu diferenca significativa na comparagdo entre os trés grupos (n = 5-14;
eutroficos: 181,2 + 11,5; sobrepesos: 187,6 + 11,1; obesos: 204,6 + 17,9).

Tabela 2. Dados demograficos e clinicos.

Controle Sobrepeso Obeso
n 10 14 5
Sexo F/IM 5/5 11/3 0/5
Peso corporal (kg) 57,9 + 3,52 76,7 £2,1° 124,3 +17,0°
Estatura (m) 1,64 + 0,022 1,67 £ 0,022 1,76 + 0,03
ldade 231 271 29+3
IMC (kg/m?) 21,3 +0,82 27,4+ 0,4° 39,7 + 4,4¢
Relacdo Cintura/Quadril | 0,77 £ 0,022 0.79+ 0,022 0.98 + 0,04
(cm/cm)
PA sistolica (mm HQ) 114,4 + 3,62 112,8+ 1,62 122,2 + 4,02
PA diastélica (mm Hg) 72,3+3,52 72,1+ 2,02 77,0+ 1,62

Letras diferentes representam diferenca significativa em relacdo aos outros grupos (p < 0,05)
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Figura 5. Colesterol total sérico dos individuos eutréficos, com obesidade e
sobrepeso.
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Os resultados sao mostrados como média * erro padréo (n = 5-14).

A Figura 6, mostra a comparacao do HDL-colesterol entre os trés grupos.
Podemos verificar que existe diferenca significativa entre os grupos eutrofico e obeso
e sobrepeso e obeso. Porém ndo existe diferenca estatistica entre os grupos
sobrepeso e obeso (n = 5-14; eutrdficos: 58,5 + 3,7; sobrepesos: 56,9 + 2,8; obeso:
42,0 + 1,5 mg/dl).

Na Figura 7, podemos verificar que apesar de uma tendencia ao aumento no
grupo obeso, o LDL-colesterol ndo teve diferenca estatistica entre os trés grupos (n =
5-14; eutrdficos: 181,2 + 11,5; sobrepesos: 187,6 + 11,1; obeso: 204,6 + 17,9 mg/dl).
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Figura 6. Colesterol-HDL sérico dos individuos eutréficos, com obesidade e
sobrepeso.

120
. p = 0,0094 .
= 100 ' '
= . p=0,7188
E ' ' p=0,0063
= 80 1 ; : i
T
© 60 g
[¢)]
S 40 g
20
Eutréfico Sobrepeso Obeso

Os resultados sao mostrados como média % erro padrao (n = 5-14). Os valores de p sdo
mostrados no gréfico.

Figura 7. Colesterol-LDL sérico dos individuos eutréficos, com obesidade e
sobrepeso.
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Os resultados sdo mostrados como média + erro padrdo (n = 5-14).
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Em relacdo ao triglicerideo sérico, ocorreu um aumento significativo no grupo
obeso quando comparado ao grupo eutréfico. Entretanto, ndo existe diferenca
significativa entre o grupo eutréfico e sobrepeso e 0s grupos obeso e sobrepeso
(Figura 8) (n = 5-14; eutroficos: 82,9 + 5,4; sobrepesos: 100,4 £ 14,1; obeso: 137,2 +
33,0 mg/dl).

Figura 8. Triglicerideos séricos dos individuos eutréficos, com obesidade e
sobrepeso.
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Os resultados sdo mostrados como média + erro padrao (n = 5-14). Os valores de p
sdo mostrados no gréfico.

Na Figura 9, podemos observar que néo existe alteracdo da concentracédo de
glicose plasmatica entre os grupos trés grupos (n = 5-14; eutroficos: 92,2 + 2,1;
sobrepesos: 90,8 + 1,7; obeso: 93,0 £ 7,6 mg/dl).
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Figura 9. Glicose sérica de individuos eutréficos, com obesidade e sobrepeso.
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Os resultados sao mostrados como média £ erro padrédo (n = 5-14).

Podemos verificar na Figura 10, que os individuos obesos apresentam um
aumento significativo das concentracdes de insulina plasmatica em relacdo grupos
eutrofico e sobrepeso. Entretanto, ndo existe diferenca estatistica entre 0s grupos
eutréfico e sobrepeso (n = 5-14; eutroficos: 82,9 + 5,4; sobrepesos: 100,4 + 14,1,
obeso: 137,2 + 33,0).

A Figura 11, mostra uma reducao significativa da atividade Na*+K*-ATPasica em
relacdo ao aumento do IMC. Nos grupos sobrepeso e obeso ocorreu uma significativa
reducdo da atividade ATP&sica em relacdo ao grupo eutréfico e do grupo obeso em
relagéo ao sobrepeso (n = 5-14; eutréficos: 44,7 + 6,1; sobrepesos: 29,8 £ 3,4; obeso:
14,2 £ 4,5 nmol Pi x mg x h).
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Figura 10. Aumento da Insulina sanguinea a partir do aumento do IMC
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Os resultados sdo mostrados como média * erro padréo (n = 5-14). Os valores de p
sdo mostrados no gréfico

Figura 11. Diminuicdo da atividade Na*+K*-ATPasica de eritrocitos a partir do

aumento do IMC.
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Os resultados sdo mostrados como meédia £ erro padréo (n = 5-9). Os valores de p
sdo mostrados no gréfico.
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Na Figura 12, podemos verificar que a atividade Na*-ATPasica apresenta uma
reducao significativa nos grupos sobrepeso e obeso em relacdo ao grupo eutrofico,
entretanto esta diferenga ndo é vista entre os grupos sobrepeso e obeso (n = 5-14;

eutréficos: 28,8 + 4,5; sobrepesos: 14,6 £ 2,4; obeso: 8,7 £ 2,1 nmol Pi x mg x h).

Figura 12. Atividade Na*-ATPasica de eritrécitos de individuos eutroéficos, com
sobrepeso e obesos.
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Os resultados sdo mostrados como média + erro padréo (n = 4-6). Os valores de p sado
mostrados no gréfico.

A Figura 13, mostra o volume corpuscular médio (VGM) dos eritrocitos dos
individuos dos trés grupos e podemos verificar que ndo existe diferenca significativa
entre os grupos (n = 5-14; eutroficos: 86,4 + 4,5; sobrepesos: 86,5 + 1,5; obeso: 86,9
+ 1,5 fl). Podemos verificar na Figura 14, que a variacao do tamanho dos eritrocitos
(RDW - Red Cell Distribution Width) ndo se modificou a partir do aumento do IMC (n
= 5-14; eutrdficos: 13,0 £ 0,2; sobrepesos: 13,1 £ 0,2; obeso: 13,0 £ 0,1 %). Na Tabela
3, sdo mostrados o sédio, potassio, creatinina e ureia plasmaticos dos individuos
obesos, com sobrepeso e eutréficos. Esses parametros ndo apresentaram diferenca

significativas entre 0s grupos.
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Figura 13. Volume corpuscular médio (VGM) de eritrécitos de individuos eutroficos,

com sobrepeso e obesos.
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Os resultados sao mostrados como média + erro padréao (n = 5-14).

Figura 14. Amplitude de Distribuicdo dos Glébulos Vermelhos (RDW) de eritrdcitos

de individuos eutroéficos, com sobrepeso e obesos.
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Os resultados sdo mostrados como média £ erro padrdo (n = 5-14).



26

Tabela 3. Eletrélitos, ureia e creatinina dos individuos obesos e sobrepeso.

Controle Sobrepeso Obeso
n 10 14 5
Sédio 136,7 £+ 0,7 137,7+0,7 139,0+ 0,0
Potéassio 44+0,1 45+0,2 46+0,1
Creatinina 1,0+0,1 0,9+0,1 1,1+0,1
Ureia 27,5+5,6 178+1,4 23,3+6,4

Os dados séo apresentados como media e erro padréo.
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6. Discussao

Nas ultimas décadas a obesidade e o sobrepeso se tornaram um problema de
satde mundial. Com o aumento do numero de individuos com obesidade e sobrepeso
no mundo, aumentaram também o numero de individuos acometidos por suas
comorbidades gerando impactos econdmicos com altos custos, em saude publica.
Dentre as principais comorbidades podemos citar a DM2, hipertensédo arterial,
doencas cardiovasculares e renais, entre outras (Hall et al., 2020).

Este estudo teve como principal objetivo verificar possiveis alteracdes na
atividade de transportadores ativos primérios de sédio, localizados em membranas de
eritrocitos. Pois, devido as modificacdes hormonais geradas pela obesidade, também
ocorrem constantes alteracbes do equilibrio hidroeletrolitico. Portanto, estes
transportadores seriam alvos importantes a serem verificados para avaliacdo de
biomarcador inicial destes desequilibrios que podem resultar, por exemplo, na

hipertensao arterial e a suas consequéncias.

A populacao do estudo foi composta por 29 individuos, sendo classificados em
grupos a partir de seu IMC. O ICQ também foi utilizado pois o IMC, apesar de ser
eficiente para classificar a proporcdo de massa corporal e altura, ndo indica a
localizacdo do tecido adiposo corporal. Uma vez que, um individuo pode apresentar
um IMC normal e possuir um acumulo de gordura visceral, um importante fator de

risco para as comorbidades causadas pela obesidade.

Os principais fatores envolvidos na hipertensédo associada a obesidade séo o
aumento da atividade simpética, ativagcdo do Sistema Renina Angiotensina
Aldosterona e aumento da reabsorcéo renal de sodio (Jiang et al., 2016). Apesar da
grande probabilidade de apresentar hipertenséo arterial, os individuos obesos e com
sobrepeso nao aprestaram hipertensao arterial pois estariam ainda na fase inicial para
o desenvolvimento das comorbidades (Tabela 2).

Entretanto, os individuos obesos apresentaram diversas modificacbes
metabdlicas como por exemplo uma possivel dislipidemia, com reducdo do HDL-C,
uma tendéncia a aumentar o LDL-C e aumento dos triglicerideos plasmaticos (Figuras
6, 7 e 8). Mostrando com esses resultados um possivel desenvolvimento de sindrome

metabdlica, que ira avancar de acordo com o aumento da gordura corporal.
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Uma carateristica comum em individuos obesos seria a hiperinsulinemia, com
o inicio da falta de sensibilidade a insulina, ocorre um aumento de sua concentracao
com o intuito de compensar essa insensibilidade. Entretanto, ocorrem problemas
devido a exacerbacdo de seus efeitos em tecidos que nao foram afetados. Os
mecanismos moleculares que causam a falta de sensibilidade a insulina ainda néo
estédo totalmente elucidados, mas podemos relacionar ao acumulo de lipidios, efeito
inibitério na oxidacédo de lipidios, de glicose e aumento da secrecdo de adipocinas pro-
inflamatorias (como a leptina) (Steppan et al., 2001; Ormazabal et al., 2018).

Em condi¢cbes normais a insulina estimula a captacdo de glicose em varios
tecidos, incluindo coracdo, musculo esquelético, figado e tecido adiposo. Nos
cardiomidcitos, a insulina promove a captacéo de glicose e &cidos graxos, mas inibe
0 uso de acidos graxos como fonte de energia (Ormazabal et al., 2018). A resistencia
a insulina esta fortemente associada a diversos tipos de alteracdes no sistema
cardiovascular como desenvolvimento de aterosclerose, alteracdo da funcao vascular,
hipertensao arterial e ativagdo de macrofagos (Laakso & Kuusisto, 2014).

Um dos pontos cruciais da hipertensao arterial associada a obesidade seria a
hiperativacdo do SRAA, o principal modulador do balanco hidroeletrolitico e da
pressdo arterial a longo prazo (Hall et al., 2020). Este sistema vai modular muitas
funcdes celulares e teciduais que podem abranger ativacao do sistema imunoldgico,
modulacdo da vasomotilidade, producéo de radicais livres e aumento da atividade de
transportadores ativos primérios de sodio renais (Hall et al., 2020).

No caso dos transportadores ativos primarios de sédio renais (Na*+K*-ATPase
e Na*-ATPase), o SRAA promove ativacdo destes transportadores principalmente a
partir da producao da Ang Il, que € um potente vasoconstritor (Silva et al., 2014). A
Ang Il se liga ao seu receptor AT1 que ativa uma via intracelular acoplada a uma PLC-
PKC, fosforilando por sua vez estas ATPases, promovendo seu aumento de atividade
(Therien e Blostein, 2000; Rangel et al., 2005). O papel destas ATPases no rim é
promover a reabsor¢cdo de sodio, outros ions e nutrientes que também serdo
reabsorvidos a partir do gradiente de sédio.

Na hipertensédo arterial associada a obesidade e em outros modelos de
hipertensédo este mecanismo e de certa forma comum (Dias et al., 2014, Silva et al.,
2015; Luzes et al., 2020). Entretanto, no eritrécito a funcao destas ATPases nao é a

mesma das encontradas no rim. No eritrocito, célula que esta suscetivel a
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modificacdes ibnicas constantes, estes transportados sdo responsaveis por manter o
volume celular e o equilibrio das concentracfes de sodio para sobrevivéncia da célula
(Gallagher, 2017).

A atividade da Na*+K*-ATPase de diferentes células esta geralmente alterado
em diferentes patologias metabolicas, e a dos eritrocitos apresenta alteracdes
semelhantes as encontradas em células cardiacas e endotélio de individuos
hipertensos (Simon, 1989). Sendo um 6timo biomarcador para comparacao de
possiveis alteracdbes em células de endotélio de vaso e em cardiomidcitos de
individuos hipertensos.

Como pode ser observado na Figura 11, a atividade da Na*+K*-ATP&sica
encontra-se reduzida nos individuos obesos e com sobrepeso, semelhante ao visto
em individuos hipertensos (Touyz et al., 1992). Essa atividade reduzida é semelhante
a encontrada em células endoteliais de individuos hipertensos, pois com o aumento
das quantidades intracelulares de sédio, as concentracdes de célcio aumentariam
também, promovendo uma contracdo do musculo liso dos vasos e em cardiomiocitos
(Wardener et al., 1983).

Estas alteracdes podem estar atreladas a modificagdes hormonais ocorridas na
obesidade e excesso de peso. Entretanto, existem poucos trabalhos mostrando a
modulacdo direta da atividade destas ATPases por hormbnios como a Ang Il nos
eritrocitos, como existem em células renais (Silva et al., 2014; Luzes et al., 2020).
Este seria um caminho promissor para testar o funcionamento destas ATPases em
relacdo a seu funcionamento a partir da modulacdo por hormoénios alterados na
obesidade.

A atividade da Na*-ATPase foi verificada pela primeira vez em eritrécitos de
individuos obesos nesta dissertacdo. Em células renais e em cardiomiocitos, esta
ATPase tem com papel principal o ajuste fino do transporte de sédio, tendo sua
atividade menor do que a da Na*+K*-ATPase. Tanto sua atividade quando sua
modulacdo por Ang IlI, sdo diferentes da Na*+K*-ATPase, ela apresenta uma
modulacdo mais rapida por Ang Il e a via intracelular também é diferente (Aperia
1994).

A Na*-ATPase se mostra importante no estudo de alteragbes de patologias
metabdlicas geradas por obesidade e desnutricdo, pois apresenta-se modificadas

nestes modelos. Nestas condi¢cdes ocorre tanto 0 aumento da presséao arterial quanto


about:blank

30

modificacdes cardiacas (Silva et al., 2014,a,b; Luzes et al., 2020). Sendo entdo, um
bom marcador para visualizacdo de modificacdes causadas por estas condi¢cdes.

Como pode ser visto na Figura 12, a atividade da Na*-ATPase, semelhante ao
que ocorreu com a Na*+K*-ATPase, também reduziu. Isso mostra que as duas
enzimas podem ser utilizadas como biomarcadores para possiveis alteracdes
causadas pela obesidade. Entretanto, a Na*-ATPase apresenta uma particularidade,
suas vias de sinalizacdo celular encontram-se acopladas a membrana celular,
diferente da Na*+K*-ATPase que necessita do citoesqueleto integro para ter sua
atividade modulada pela Ang Il (Aperia 1994, Rangel et al., 2005). Essa caracteristica
facilitaria o estudo da modulacdo da Na*-ATPase por horménios como a Ang Il nas
membranas de eritrocitos, podendo melhorar sua funcdo como biomarcador a partir
de seu comportamento pela modulacéo destes hormonios.

Com a modificacdo da atividade das ATPase transportadoras de sodio dos
eritrocitos, o préximo passo € verificar parametros relacionados ao volume celular. Na
Figura 13, os individuos obesos e com sobrepesos nao apresentaram alteracdes no
VGM e no RDW, mostrando que ocorre uma compensacao pela reducédo da atividade
das ATPases pois esperava-se que, esta modificacdo causaria um aumento do

volume celular.
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7. Conclusodes

A partir dos resultados obtidos, verificamos que os individuos obesos
apresentaram dislipidemias e hiperinsulinemia. As alteracdes provenientes da
obesidade e do sobrepeso levam a reducao da atividade dos transportadores ativos
primérios de sédio localizados nos eritrocitos. Estas modifica¢des bioquimicas seriam
um reflexo de alteracdes hormonais que levariam a modificacbes na homeostase de
sédio e consequentemente a geracao da hipertensao arterial associada a obesidade.
Indicando que a reducdo na atividade da Na*-ATPase e a Na*+K*-ATPase de
eritrécitos seriam importantes biomarcadores para sinalizar modificagdes iniciais que

levariam a hipertenséo arterial associada a obesidade e ao sobrepeso.
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Anexo |
@, uNIGRANRIO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Comité de Etica em Pesquisa

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

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Avaliacdo dos
Transportadores Ativos Primarios de Sédio e Contetdo de Sodio Intra-eritrocitario em
Pacientes Hipertensos, Obesos e Obesos Hipertensos”. Vocé foi selecionado por ordem
de chegada e sua participacdo ndo € obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relacéo
com o pesquisador ou com a instituicdo (Unigranrio). Os objetivos deste estudo séo estudar
as associacdes entre as medidas antropométricas, sua massa corporal (peso), pressao
arterial, contetido de sédio intra-eritrocitario e a atividade dos transportadores ativos primarios
de sadio localizados no eritrdcito.

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

As informag0fes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participacdo. Os dados nédo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificagdo. Os resultados de seus exames serdo confidencias, ou seja, somente o
pesquisador tera acesso a suas informacdes e serdo utilizados somente para o presente
estudo. Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o senhor
(a), podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer
momento com 0s pesquisadores responsaveis Paulo André da Silva no telefone (21)
26727776 ou no e-mail paulo.silva@unigranrio.edu.br, ou com Santrine Trindade no telefone
(21) 980096964 ou e-mail santrinerj@hotmail.com.

Pesquisador Responsavel: Paulo André da Silva

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

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

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

NMETRO

PROJETO DE PESQUISA - FICHA DE ANAMNESE

Nome: Data de Nascimento: __ /  /
Endereco:
Telefone: Estado civil: Profissao:

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

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

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

1. Nome do seu médico: Telefone:

2. Data do ultimo exame médico:

3- Vocé ja foi hospitalizado? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei

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

5- Vocé esta sob cuidados médicos? ( )sim ( )ndo ( ) n&o sei

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

7- Vocé tem ou j& teve alguma das seguintes condi¢des:

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

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

( )sim ( )ndo ( )ndosei

10- Respiracgéo dificil quando deitado ou sem fazer esforco? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei
11- Inchago nos pés ou tornozelos? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

12- Dor, pressao ou mal estar no peito? ( )sim ( )ndo ( )nao sei
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13-Febre reumatica? ( )sim ( )ndo ( )n&ao sei

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

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

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

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

19- Problemas pulmonares? ( ex.: tuberculose , asma, enfisema, bronquite ?
( )sim ( )ndo ( ) néo sei

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

( )sim ( )ndo ( )néosei

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

23- Diabetes? ( )sim ( )né&o ( )nao sei

24- Demora na cicatrizacdo dos ferimentos? ( )sim ( )nédo ( ) néo sei
25- Vocé urina mais de seis vezes pordia? ( )sim ( )n&o ( ) ndo sei
26- Vocé sente sede a maior parte do tempo? ( )sim ( )ndo ( ) ndo sei

27- Problemas sanguineos (ex.: anemia, fragilidade capilar, coagulagdo, sangramento, hemoptise, melena,
hematémese, hematuria, epistaxes)? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei

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

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

30- Vocé ja sofreu transfusdo sanguinea? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

31- Vocé estd tomando algum medicamento (listar nas observacdes)? ( )sim ( )ndo ( )nao sei
32- Vocé teve um aumento ou diminuigdo acentuada do peso? ( )sim ( )ndo ( ) néo sei

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

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

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

36 -Historico de cancer na familia? ( )sim ( ) néo ( )ndo sei

37- Em caso de resposta positiva, qual tipo de cancer?

38- Vocé pratica atividade fisica? ( )sim ( ) ndo



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

Somente para mulher

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

Observacoes :
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Data

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

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

Circunferéncia de Cintura:

Circunferencia de Quadril:

Relacéo Cintura — Quadril :




