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Resumo

Entendendo os Mecanismos Moleculares Ativados pelo Sal: Estudo in
Vivo e in vitro

Alessandro Miranda de Souza

Orientador(es): Lucienne da Silva Lara Morcillo e Valéria do Monti Nascimento
Cunha

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-graduacéo
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos

bY

necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas
(farmacologia).

O Na* per se sensibiliza o eixo cardiovascular-renal acarretando na
hipertensdo sensivel ao sal e na lesdo renal. Porém ndo sdo conhecidos 0s
mecanismos moleculares e a influéncia do componente pressoérico. O objetivo
desta dissertacao foi determinar o efeito exclusivo do Na* sobre a fungéo renal
elucidando os mecanismos moleculares associados e a sua modulacao pelo
componente pressorico. Foram utilizados os modelos (i) in vitro: células LLC-PK1
foram incubadas com solu¢des isosmoticas contendo 140 ou 170 mEq NaCl por
1 h e (ii) in vivo: ratos Wistar uninefrectomizados foram submetidos ou ndo a
injecdo subcutanea com acetato de deoxicorticosterona (8 mg/Kg, DOCA) e
receberam dieta normosoddica ou hipersédica (4% NacCl), formando os grupos
CONT, CONT/Sal, DOCA e DOCA/Sal. O aumento localizado do Na* na face
luminal das células LLC-PK1 aumentou =270% as atividades da
(Na*+K*)ATPase e da Ca?*-ATPase de reticulo sarco(endo)plasmatico
(SERCA), mas ndo as atividades Na*-ATPasica e Ca?*-ATPasica de membrana
plasmatica (PMCA). O CONT/Sal apresentou pressédo arterial e filtracdo renal
normais, apesar do acumulo de uréia plasmatica e da proteindria. O Na*

aumentou a atividade da (Na*+K*)ATPase e o conteudo da cinase induzida por



VI

sal (SIK). No DOCA, onde a hipertensédo foi estabelecida, a funcéo renal e o
transporte renal de Na* foram preservados. No DOCA/Sal a hipertensao foi
agravada associada a diminuicdo da filtracdo renal, acumulo de ureia e
proteinudria. A atividade (Na*+K*)ATPéasica e o conteudo de SIK diminuiram
~45%. Estes dados sugerem que na auséncia de um componente pressorico, 0
Na* contribui para o processo de lesdo renal silencioso, sendo a
(Na*+K*)ATPase e a SIK os seus principais alvos moleculares e sensiveis a

hipertensédo dependente de volume.

Palavras-chaves: rim, dieta hipersddica, LLC-PK1, DOCA/Sal, (Na*+K*)ATPase
e cinase induzida por sal.

Rio de Janeiro
Abril/2015
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Abstract

Understanding the Molecular Mechanisms Activated by Salt: in vivo and in
vitro studies

Alessandro Miranda de Souza

Orientador(es): Lucienne da Silva Lara Morcillo e Valéria do Monti Nascimento
Cunha

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-graduacao
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas
(farmacologia).

Na* per se sensitizes the cardiovascular-renal axis resulting in salt-
sensitive hypertension and renal injury. However, the molecular mechanisms and
the influence of the pressure component are unknown. The aim of this work was
to determine the unique effect of Na* on renal function elucidating the molecular
mechanisms and their modulation by the pressure component. Two models were
used (i) in vitro: LLC-PK1 cells were incubated with iso-osmotic solutions
containing 140 or 170 mEqg NacCl for 1 h and (ii) in vivo: uninephrectomized Wistar
rats were submitted or not to subcutaneous injection of deoxycorticosterone
acetate (8 mg / kg, DOCA) and received regular or high salt (4% NaCl), leading
to the groups CONT, CONT/Salt, DOCA and DOCA/Salt. The localized increase
of Na* on the luminal surface of LLC-PK1 cells increased =270% the
(Na*+K*)ATPase activity and the Ca?*-ATPase sarco(endo)plasmatic reticulum
activity (SERCA), but Na*-ATPase and plasma membrane Ca?*-ATPase (PMCA)
activities were not modified. The CONT/Sal presented normal blood pressure and
renal filtration, despite the plasma urea accumulation and proteinuria. The high
Na* intake increased the activity of the (Na*+K*) ATPase and salt inducible
kinase (SIK) content. DOCA rats, which hypertension was established, the renal

function and renal transport of Na* ions were preserved. DOCA/Salt established
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exacerbated hypertension, renal filtration decreased, urea accumulation and
proteinuria. The (Na*+K*)ATPase activity and the SIK content decreased =45%.
These data suggest that in the absence of a pressure component, Na* contributes
quietly to kidney damage, and (Na*+K*)ATPase and SIK as the main molecular

targets and sensitive to volume dependent hypertension.

Palavras-chaves: kidney, high salt diet, LLC-PK1, DOCA/Salt, (Na*+K*)ATPase

and salt inducible kinase.

Rio de Janeiro
Abril/2015
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Abreviaturas

ADH: Hormonio anti-diurético

ADP: Adenosina difosfato

AGT: Angiotensinogénio

AMPK: Proteina cinase ativada por AMP
AMP: Adenosina monofosfato

Ang I: Angiotensina |

Ang Il Angiotensina Il

ANP: Peptideo atrial natriurético

AT1R: Receptores de Ang Il do tipo 1
ATP: Adenosina trifosfato

AVC: Acidente vascular cerebral

BPM: Batidas por minuto

CaMK: Proteina cinase dependente de Ca?*/calmodolina
CAMKII: Ca?*-calmodulina cinase Il

CEUA: Comisséao de ética para o uso de animais
DAB: Diaminobenzidina

DAPI: 4'6-diamidino-2-fenilindole

DCE: Depuracao de creatinina endogena
DCV: Doenca cardiovascular

DOCA: Acetato de desoxicorticosterona
DRC: Doenga renal cronica

DMSO: Dimetilsulfoxido

ECA: Enzima conversora de angiotensina
EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético
ENaC: Canal de sodio sensivel a amilorida
FC: Frequéncia cardiaca

GAG: Glicosaminoglicana

HA: Hipertenséo arterial

HRP: Horseradish peroxidase

HVE: Hipertrofia ventricular esquerda

IRC: Insuficiéncia renal crénica



LLC-PKz1: Linhagem celular de células epiteliais renais derivadas de tubulo proximal
de porco

MR: Receptor mineralocortidide

NCX: Trocador Na*/Ca?*

NA: Na*ATPase

NKA: (Na*+K*)ATPase

OMS: Organizacao mundial de saude

PA: Presséo arterial

PAGE: Poliacrilamida

PAHO: Pan american health organization

PAS: Presséo arterial sistolica

PBS: Tampéao fosfato-salino

PMCA: Ca?*-ATPase de membrana plasmatica
PME-1: Proteina fosfatase metilesterase-1
PMSF: Fluoreto de fenil-sulfonil-metano

PP2A: Proteina fosfatase 2A

RFG: Ritmo de filtragdo glomerular

RVP: Resisténcia vascular periférica

SDS: Dodecil-sulfato de sodio

SERCA: Ca?*-ATPase de reticulo sarco(endo)plasmatico
SFB: Soro fetal bovino

SHR: Ratos espontaneamente hipertensos
SIK: Cinase induzida por sal

SNC: Sistema nervoso central

SRA: Sistema renina angiotensina

SRAA: Sistema renina angiotensina aldosterona
SUS: Sistema Unico de saude

TBS: Tampao tris-salina

TSR: Terapia de substituicao renal

VEC: Volume extra celular

VSP: Vasos sanguineos periféricos



1. Introducao



1.1. O lon sodio

A principal fonte de consumo de Na* é na forma de sal (cloreto de sédio, NaCl)
gue € muito usado como ingrediente na culinaria para dar sabor a comida. O sodio
(Na*) € um nutriente essencial para a vida e um dos ions com mais funcdées no
organismo, as quais variam desde o apetite até a transmisséo de impulsos nervosos
(FUNDACAO PRO-RENAL BRASIL, 2010). A funcdo que mais se destaca é a
regulacdo do volume plasmatico, uma vez que é o ion mais abundante no liquido
extracelular (MAHAN & ARLIN, 1995). Em um individuo saudavel todo o Na* ingerido

€ absorvido no intestino e a sua principal via de excrecao € a urinaria (Figura 1).
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Figura 1: Balanco de sddio. Com o aumento subito da ingestao de Na*, apenas parte dele é eliminado
na urina no primeiro dia. O restante fica retido no organismo o que aumenta o volume de liquido
extracelular, gerando um aumento do peso. Nos dias subsequentes, uma fracdo menor de Na* é retida,
e a excrecdo aumenta progressivamente, até que em trés a cinco dias a excrecdo se iguala a ingestéo.
Quando se reduz abruptamente a ingestdo de Na*, a reducdo da excrecdo também é gradual e os
mesmos mecanismos operam de maneira inversa. Fonte: MELLO-AIRES, 2008

A necessidade nutricional de Na* dos seres humanos é de 500 mg por dia
(equivalente a 1,3 g de NaCl) (NAKASATO, 2004). De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) a ingestdo de sal deve ser menor que 5 g por dia,
considerando todas as fontes de Na* incluindo os conservantes alimenticios. A OMS
ainda sugere que uma ingestdo menor que 70 mmol de Na* por dia, 0 equivalente a
4,3 g de NaCl, geraria efeitos benéficos na reducdo da presséo arterial (PA) (OMS,
2002).



1.1.1. Histérico do consumo de NaCl

Ha pelo menos dois milhdes de anos atras a dieta dos ancestrais hominideos
dos humanos continha menos de 1 g de NaCl, uma vez que eles eram expostos
somente ao sal presente naturalmente na agua e na comida (DENTON,1982). Com o
desenvolvimento da agricultura, a cerca de 5-10 mil anos atras, veio a necessidade
de se estocar alimentos e com isso o consumo de sédio foi aumentado porque era
utilizado como conservante na estocagem de alimentos impedindo o crescimento de
microorganismos (HE & MACGREGOR, 2014; STAMLER, 1993).

Como conservante dos alimentos, o sal foi um dos produtos mais
comercializados no mundo, servindo inclusive como forma de pagamento para o0s
soldados romanos, dando origem ao termo salario (BATUMAN, 2011). A quantidade
de sal consumida era utilizada como censo populacional, uma vez que era diretamente
relacionada com o tamanho da populagédo. Os altos impostos cobrados pelo sal
influenciaram momentos histéricos importantes como a revolucdo francesa e a
independéncia da india (HEIMANN, 2000).

Com a invencéo da geladeira e o congelamento dos alimentos a utilizacao de
sal como conservante ndo foi mais necessério, acarretando na drastica reducéo do
seu consumo. Foi na transicao do século 20 para o0 21 que a taxa de ingestédo de sal
atingiu niveis muito pr6ximos aos da era agricola, chegando a 9 a 12 g por dia com o
aumento do consumo de comidas processadas e fast-foods (HE & MACGREGOR,
2009).

Um estudo publicado em 2013 estima que no mundo 181 de 187 paises
pesquisados consumiam uma quantidade de sal maior que a prescrita pela OMS e,
dentre eles, 51 paises consumiam mais que o dobro. O trabalho ainda mostrou que a
regido da Asia central é a que apresenta 0 maior consumo de sal enquanto que 0s
paises do leste da Africa sdo os que consomem menos (Figura 2) (POWLES et al,
2013).
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Figura 2: Média de consumo de sal mundial em adultos com mais de 20 anos e de ambos 0s sexos.
Fonte: POWLES et al, 2013

No Brasil estima-se que a média do consumo de Na* seja de 4,5 g por dia, o
que equivale a 11,4 g de NaCl, um valor aproximadamente duas vezes superior ao
preconizado pela OMS. A maior parte do sal ingerido é originaria do sal de cozinha,
que representa 71,5% do total de Na* consumido (sendo 59,7% consumido nos
domicilios e 11,8% na alimentacdo fora de casa). O restante estd dividido entre
alimentos industrializados (13,8%), no pao francés (6,0%), nos alimentos in natura
(4,7%) e nos alimentos semi-elaborados (4,1%) (ABIA, 2013).

1.1.2. Doencgas associadas ao alto consumo de sodio

A hipertensdo arterial (HA) € a doenca mais comumente associada a alta
ingestdo de Na*. Estudos jA4 demonstraram que existe uma correlacdo direta e
progressiva entre o alto consumo de NaCl e a elevacédo da pressao arterial (PA), assim
como a reducdo do consumo de sbédio se mostra eficaz na diminuicdo da mesma
(FENG & MACGREGOR, 2002 e 2004). A hipertensao, a sua sensibilidade ao sal e
suas consequéncias serdo apresentadas com maiores detalhes posteriormente no
decorrer desta introducao.

Evidéncias epidemioldgicas relatam que populacées onde o consumo de sal é
inferior a 3 g por dia, apresentam auséncia de hipertensdo enquanto que onde o
consumo € superior a 20 g por dia apresentam uma alta incidéncia de hipertensos.

Em algumas tribos presentes na América do Sul, Africa e Artico, que consomem



pouquissimo sal, apresentam valores de presséo arterial 6timos mesmo em idades
avancadas. Ja no Japdo onde no norte do pais o consumo de sal chega a 27 g por
dia, 70% da populacéo entre as idades de 50 e 60 anos apresentam pressao arterial
elevada. Enquanto que no sul do pais, onde a ingestdo de sal € de 14 g por dia,
apenas 10% da populagéo entre as idades de 50 e 60 anos apresentam aumento da
presséao arterial (MENETON et al, 2005).

Além da hipertenséo, existem relatos de que o alto consumo de sal esta
diretamente relacionado a outras doencas que podem ou nao envolver alteracfes da
PA. Entre elas destacam-se o risco de acidente vascular cerebral (AVC), hipertrofia
do ventriculo esquerdo e doencgas renais. Esta relacionado também com a incidéncia
de litiase renal, osteoporose, asma e cancer de estdmago (FRISOLI et al, 2012).

Estudos epidemioldgicos demonstram que uma dieta rica em sal possui relacéo
direta com o risco de morte por AVC independente de alteragcbes na PA. Essa
associacdo € significativamente positiva nas mortes por AVC isquémico e por
hemorragia intracerebral principalmente em homens (PERRY & BEEVERS, 1992;
NAGATA et al 2014). A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) € um fator de risco para
doencas cardiovasculares (DCV) e ja foi demonstrado que existe uma relacao positiva
entre a sua incidéncia com a alta ingestdo de sal em individuos hipertensos e
normotensos (DU CAILAR et al, 1992). Ja foi demonstrado que a redu¢cédo do consumo
de Na* é eficaz na reducdo da HVE assim como na reducdo da PA (JULA &
KARANKO,1994).

A alta ingestdo de Na* estd relacionada positivamente com os niveis de
albumindria (presenca de albumina na urina). Essa relacdo parece ser mais
pronunciada em individuos obesos. Uma possivel explicacdo seria de que o Na* atua
diretamente nas paredes das artérias gerando uma disfuncdo endotelial permitindo
que a albumina passe através das paredes dos vasos aumentando sua excrecao
urinaria (VERHAVE et al, 2004). Um estudo realizado com negros mostrou que a
reducdo no consumo de sal de 10 g para 5 g reduz os niveis de albuminaria (SWIFT
et al, 2005). Além disso é indicado que pacientes com doencas renais reduzam o
consumo de sal pois nesses casos o0s rins retém Na* e agua podendo agravar o dano
renal e alterar a PA (HE & MACGREGOR, 2009). Também durante uma dieta com
alto sal a excrecdo urinaria de Ca?*, envolvido na litiase renal, estd aumentada

(CAPPUCCIO et al, 2000). Em resposta a essa eliminagcdo exagerada ocorre um



aumento da absorcdo intestinal de Ca?* e ainda mobilizacdo do ion presente nos
0ssos contribuindo assim para a osteoporose (DEVINE et al, 1995).

A mortalidade por cancer de estbmago esta também correlacionada com um
alto consumo de Na* (JOOSSENS et al, 1996). Isso pode ser devido a relagdo que
existe entre a H.pylori e a ingestdo de sal. Alimentos salgados poderiam irritar o
estbmago tornando a infec¢do pela bactéria mais severa levando ao desenvolvimento
do cancer de estomago (BEEVERS et al, 2004). A influéncia do sal na asma ainda
nao € totalmente compreendida, porém existem indicios de que o sal ndo atuaria como
causador da doenca, mas influenciaria na severidade (BURNEY, 1987). Embora
existam relatos indicando que uma dieta com baixo Na* melhore o funcionamento dos
pulmbes em asmaticos (MICKLEBOROUGH & FOGARTY, 2006), isso ndo é
consenso na literatura uma vez que estudos também demostram que a reducéo do

sal ndo influencia no quadro clinico (POGSON et al, 2008).

1.1.3. Programas de reducéo do consumo de sal

A reducdo do consumo de sal atualmente é uma das grandes preocupacdes
mundiais. De acordo com a OMS a reduc¢édo da ingestédo de sal € uma das intervencdes
com melhor custo beneficio para a reducdo da morbidade por doencas néo
transmissiveis como hipertensédo, DCV e AVC (OMS, 2011). Em um estudo realizado
no Canad4, estimou-se que uma reducdo na ingestdo de Na* para 1840 mg por dia
(4,6 g de NaCl) poderia reduzir cerca de 30% a prevaléncia da hipertensédo (o
equivalente a cerca de 1.078.000 pacientes hipertensos). Essa diminuicdo ainda
acarretaria em uma reducédo de 18% por ano (cerca de 430 milhdes de délares) com
gastos em tratamentos, exames e visitas médicas (JOFFRES et al, 2007)

Um outro estudo realizado com 23 paises de rendas baixa a média foi estimado
que a reducao de 15% da média de ingestao de sal seria suficiente para evitar cerca
de 8,5 milhdes de mortes por DCV ao longo de 10 anos, e o custo para implementar
um programa de reducdo de consumo de Na* nesses paises seria de
aproximadamente 9 centavos de ddlares por pessoa por ano (ASARIA et al, 2007).

Diversos paises vem criando politicas de reduc¢ao do consumo de sal. O modelo
de maior influéncia € o adotado pelo Reino Unido que se baseia em uma reducao
voluntaria e metas a serem alcangcadas pelas industrias de alimentos (HE &
MACGREGOR, 2009). Inicialmente, as pessoas deveriam reduzir 40% do sal de

cozinha que era adicionado nos alimentos e as industrias de alimentos deveriam



reduzir cerca de 10 a 20% em alimentos processados. A iniciativa funcionou e,
atualmente, a reducdo de sal por parte da industria gira em torno de 20 a 30%.
Associado a isso foi desenvolvido um sistema de rotulagem utilizando cores diferentes
como verde, laranja e vermelha para alimentos com baixa, média e alta quantidades
de sal, gordura, aclcar e calorias, e também é indicado a quantidade de sal por porcao
(HE & MACGREGOR, 2009).

No Canada o processo adotado foi similar ao processo adotado no Reino
Unido. Esse modelo também propde metas voluntarias definidas a partir de reuniées
técnicas baseadas no consumo alimentar da populacéo, nas quantidades de Na* nos
alimentos, na participacdo dos produtos no mercado, andlises do processo produtivo,
do comércio e da aceitacdo do consumidor (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

No Brasil, desde 2010 vem sendo trabalhado um plano de reducdo do consumo
de sal tendo como base os modelos canadense e britanico. A meta de reducéo é que
0 consumo chegue a 5 g de sal diarios até 2020. Para isso foram determinados as
seguintes estratégias: (a) aumento e estimulo do consumo de alimentos saudaveis;
(b) reducéo voluntaria dos niveis de Na* em alimentos processados e vendidos em
restaurantes e lanchonetes; (c) melhora dos rétulos informando ao consumidor a
quantidade de Na*; (d) promoc¢éo da educacédo e sensibilizacdo dos consumidores,
industrias, profissionais de saude; (e) regulacdo dos ingredientes com Na* utilizados

pela indastria.

1.2. Hipertenséo arterial

A hipertenséo arterial (HA) é uma doenca crbnica definida por altos niveis de
pressdo arterial, sendo uma condicdo clinica multifatorial que normalmente esta
relacionada com alteracdes funcionais e/ou estruturais de 6rgdos que recebem grande
aporte de sangue, além do sistema circulatério (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010). Desta forma, o aumento da pressdo arterial € um dos
principais fatores de risco para DCV, além de gerar diversas complicacdes como
doenca cerebrovascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca,
insuficiéncia renal cronica e doenca vascular de extremidades (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2006). O diagnostico da HA é realizado através da
medida regular da PA. A HA pode ser caracterizada de acordo com a sua gravidade

ou de acordo com a sua fisiopatologia. A classificacdo por gravidade € caracterizada
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de acordo com os valores médios de PA aferidos em individuos com idade superior a
18 anos (Tabela 1) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).

Diversos fatores estao envolvidos com o desenvolvimento da HA. A idade esta
diretamente relacionada com a hipertenséo sendo estimado uma prevaléncia de 60%
em pessoas acima de 65 anos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).
Com relagéo ao género a incidéncia € maior em homens até os 50 anos, apos essa
idade o perfil passa a se inverter com as mulheres apresentando um maior numero de
casos. Ja em relagcdo aos grupos étnicos a incidéncia é duas vezes maior em
individuos ndo brancos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).

Tabela 1 - Classificacdo da presséao arterial de acordo com a medida casual no
consultério (> 18 anos)
Classificagéo Presséao sistdlica Presséo diastolica

(mmHg) (mmHg)

Otima <120 <80

Normal <130 <85

Pré-Hipertenso 130-139 85-89

Hipertensédo estagio 1 140-159 90-99

Hipertenséo estagio 2 160-179 100-109

Hipertenséo estagio 3 > 180 2110

Hipertenséo sistolica isolada > 140 <90

Quando as pressoes sistolica e diastélica situam-se em categorias diferentes, a

maior deve ser utilizada para classificacdo da pressao arterial.

Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010

Do ponto de vista fisiopatol6gico, a hipertensdo pode ser classificada em
primaria (essencial ou idiopética) ou secundaria. No primeiro caso sdo classificados
0S casos em que 0 aumento da pressao ndo apresenta causa definida. Ela é
considerada um transtorno multifatorial uma vez que diferentes fatores levam a seu
desenvolvimento em diferentes pacientes (CARRETERO & OPARIL, 2000). Embora
nao se possa afirmar qual a origem da hipertensdo essencial, alguns fatores estao
relacionados. A obesidade, resisténcia a insulina, o alto consumo de alcool, dieta com

alto sal, sedentarismo, estresse, dislipidemia e baixa ingestdo de K* ou Ca?* podem
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levar ao aumento da PA sendo considerados fatores hipertensinogénicos
(CARRETERO & OPARIL, 2000). Ja a hipertensdo secundéria é aquela em que o
aumento da pressdo ocorre em consequéncia de outras patologias como doencas
renovasculares, insuficiéncia renal, utilizacdo de medicamentos entre outros
(CARRETERO & OPARIL, 2000).

Com relagéo a prevencdao indica-se uma mudanca de estilo de vida adotando a
pratica de atividades fisicas, reducdo da ingestao de alcool e uma dieta com menos
Na* e gorduras e mais frutas e vegetais. As alteracdes na PA através da mudanca do
estilo de vida podem ser tdo boas quanto intervencdes farmacologicas (WHELTON et
al, 2002)

1.2.1. Epidemiologia

A HA é a doenca crbnica que gera alto numero de consultas médicas, levando
a um grande impacto socioecondmico. Devido a sua alta prevaléncia e baixas taxas
de controle, € um dos mais importantes problemas de saude publica (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010). Com o aumento da expectativa de vida
associado a problemas da sociedade moderna como a obesidade, alimentacdo nao
saudavel e sedentarismo, a HA vem se tornando uma das doengas mais comuns no
mundo (WHELTON et al, 2002).

Estima-se que um a cada 3 adultos apresentem pressdo arterial superior a
140/90 mmHg. Desses, apenas um ter¢co sabem que apresentam a doenca e, uma em
cada 3 pessoas adequadamente tratadas ndo consegue diminuir a PA para menos de
140/90 mmHg (PAHO, 2013).

Um estudo avaliou que no ano 2000 aproximadamente 26,4% da populacéo
adulta mundial, cerca de 972 milhGes de pessoas, apresentava hipertensdo, sendo
desses 34% (333 milhdes) em paises desenvolvidos e 66% (639 milhdes) em paises
em desenvolvimento. Foi projetado que até o ano de 2025 esse valor aumentaria para
29,2%, o equivalente a 1,56 bilhdes de pessoas (KEARNEY et al, 2005). Em 2008, de
acordo com a OMS, 40% dos adultos com idade acima de 25 anos (1 bilhdo de
pessoas) era hipertenso. A prevaléncia da doenca € menor em paises com alta renda,
em torno de 35%, do que nos demais paises, encontrando a maior prevaléncia nos
paises africanos, em torno de 46% (OMS, 2013).

Anualmente ocorrem em torno de 17 milhdes de mortes por doencgas

cardiovasculares no mundo, o0 que equivale a cerca de um terco do total de mortes.
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Desse total, 9,4 milhdes de mortes sao decorrentes de complicacbes da HA. Pelo
menos 45% dos casos de falecimento por doencgas cardiacas e 51% da mortalidade
por AVC estéo relacionadas com aumento da PA (OMS, 2013).

No Brasil a prevaléncia da hipertensdo encontra-se acima de 30%. Estudos
mostram que esse valor esta entre 22,3% e 43,9%, alcancando a média de 32,5%.
Dentro da populagéo idosa, cerca de 50% dos individuos com idade entre 60 e 69
anos e 75% com idade acima de 70 anos apresentam hipertensédo. Com relacédo ao
género a prevaléncia é de 35,8% para os homens e de 30% em mulheres, semelhante
a média mundial, sendo para homens de 37,8% e para mulheres 32,1% (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010). De acordo com dados de 2003, o numero
de 6bitos por DCV corresponde a 27,4%, chegando a 37% quando excluidos os casos
com causas mal definidas e em funcédo de violéncia. Desse percentual, a HA esta
relacionada a 40% dos 6bitos por AVC e 25% dos Obitos por doengas coronarianas
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2006).

Em 2005, os custos hospitalares para o Sistema Unico de Saude (SUS) com
internacdes por HA e suas principais complicacdes foi de R$ 1,9 trilhdo, sendo que
49% dos casos foram relativos a eventos cardiovasculares precoces equivalendo a
33,5% do gasto total. Nesse mesmo ano foi previsto um gasto de R$ 101.358.451,00
com aquisicdo de medicamentos para a assisténcia basica da hipertenséo (LESSA,
2006).

1.2.2. Regulagéo da pressao arterial
Como descrito por GUYTON e colaboradores (1972), existem pelo menos 8

principais formas de regular a pressao arterial (Figura 3):

Regulagéo nervosa:

e Barorreceptores: Com o aumento da PA ocorre ativacdo dos barorreceptores
presentes principalmente no seio carotideo e no arco da aorta, com iSso ocorre
uma sinalizacdo para o sistema nervoso central (SNC). Esta informacdo gera
respostas do sistema nervoso autbnomo parassimpatico que levam a reducao da
frequéncia cardiaca e a dilatacdo dos vasos sanguineos periféricos (VSP),
normalizando a PA. (HAIBARA & SANTOS, 2000)

e Quimiorreceptores: com a reducdo da PA ocorre uma reducdo nos niveis de

oxigénio que leva a ativagcdo de quimiorreceptores presentes nos corpos
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carotideos e aortico, que entdo transmitem sinais para o centro vasomotor e
sistema nervoso autbnomo simpatico que por sua vez aumenta a PA.
(CAMPAGNOLE-SANTOS & HAIBARA, 2001)

Resposta isquémica do SNC: com a queda da PA para niveis muito baixos, ocorre
isquemia do centro vasomotor no bulbo, que gera um sinal pelo sistema nervoso
autbnomo simpatico que leva a constricdo dos vasos periféricos e aumento da
atividade cardiaca aumentando a PA. (GUYTON & HALL, 2006)

Regulagéo vascular:

Relaxamento por estresse: quando a PA atinge niveis muito elevados, os vasos
sanguineos ficam estirados, gerando um fenébmeno de relaxamento por estresse
gue leva a uma diminuicdo da PA. (GUYTON & HALL, 2006)

Troca de fluido capilar: Quando ocorre aumento da PA por aumento de fluido
extravascular, a pressao hidrostatica dos capilares também fica elevada, isso faz
com gque os fluidos passem da circulacdo para o espaco tecidual, levando a
reducao do fluido capilar gerando reducéo da presséao arterial. (GUYTON & HALL,
2006)

Sistema renina angiotensina (SRA) hormonal: Com a reducéo da PA o rim libera
renina para a circulacdo. Esta hidrolisa o angiotensinogénio (AGT), formando
angiotensina | (Ang I), substrato da enzima conversora de angiotensina (ECA),
formando angiotensina Il (Ang Il). Ang Il, desempenha um papel vasoconstritor e
associado a liberacdo de aldosterona que promove o aumento da reabsorcao
renal de Na*. (SILVERTHORN, 2010; MENDOZA & LAZARTIGUES, 2015)

Regulacéo renal:

Controle renal dos fluidos: quando ocorre o decaimento da PA, os rins reduzem a
eliminacdo de sal e agua, através de sistemas hormonais anti-natriuréticos e anti-
diuréticos (principalmente o SRA), acumulando liquido extracelular e elevando a
PA. (GUYTON & HALL, 2006)

Aldosterona: com a reducdo da PA, ocorre um aumento da liberacdo de
aldosterona pela Ang Il. Esta atua sobre os tubulos renais levando a um aumento
na reabsor¢cdo Na*. O aumento da osmolaridade plasmatica ativa a liberagdo do

horménio antidiurético (ADH) pela hipdéfise, promovendo a retencao de agua, e em
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altimo caso o aumento da PA. (SILVERTHORN, 2010; MENDOZA &
LAZARTIGUES, 2015)

Resposta Redugdoda FCe
Barorreceptores parassimpatica dilatagdo dos VSP

‘ Relaxamento por

>| Estresse vascular
estresse

Migragdo do fluido
I —-| Aumento do VEC } para espago —
tecidual
= - Normalizagdo da
Pressdo Arterial Pressao Arterial
l - = - Formacdo de Angll Vasoconstrigdoe
Liberagdo de renina lib 30d - :
renal 1 e liberagdo de ——» retencdode aguae [—
aldosterona sal (+VEC)

4'| Quimiorreceptores }7 Aumento da
—{ Resposta Simpatica }—» atividade cardiaca e

Constrigdo dos VSP

-| Isquemia

Figura 3: Esquema representativo dos mecanismos de regulacdo da pressdo arterial. Onde FC:
Frequéncia Cardiaca; VSP: Vasos Sanquineos Perifericos; Angll: Angiotensina Il VEC: Volume
Extracelular.

Como mencionado anteriormente, o Na* desempenha um papel importante na
regulacao da PA. O alto consumo de Na* ativa mecanismos centrais de sede que,
associado ao aumento da osmolaridade plasmética, promove a expansédo do VEC e,
em Uultima analise, ao aumento do peso corporal. Esta expansdo do VEC ativa
respostas hemodinamicas renais e hormonais aumentando a pressao de perfuséao
renal e a excrecdo renal de Na*. Desta forma, a PA € mantida constante, frente a uma
faixa de quantidade de Na* ingerida. Por outro lado, quando a quantidade de Na*
ingerida ultrapassa esta faixa, ou se a ingestdo elevada de Na* é constante por um
longo periodo, os mecanismos regulatorios renais sao perdidos e o aumento do VEC
leva, em dltima instancia, ao aumento do debito cardiaco e da PA (GUYTON & HALL,
2006). A hipertensdo se estabelece e se agrava com o aumento da resisténcia
vascular periférica (RVP) sustentada pela ativagdo errbnea do sistema nervoso
simpatico (GUYTON, 1992).

Recentemente foi demonstrado que nem todo Na* ingerido € osmoticamente

ativo, ou seja, aumenta diretamente o VEC. O Na* também pode se acumular em



15

tecidos como pele e masculo através da ligagdo com glicosaminoglicanos (GAGS) e
acido hialurénico sem promover a retencéo de fluido. Esses componentes da matriz
extracelular apresentam caracteristicas polianibnicas com cargas negativas ao longo
de sua estrutura que permite que 0s ions com cargas positivas, como o Na*e o K*, se
acumulem formando um estoque osmoticamente inativo (TITZE & MACHNIK, 2010).
Estes GAGs funcionam como um tampao, ndo permitindo que ocorra grandes
alteracdes na concentracdo de Na* plasmatico, apesar da aumentada ingestdo de
Na*, impedindo a variacdo de VEC e consequente aumento na PA (MACHNIK et al,
2009)

1.2.3. Hipertenséo sensivel ao sal

A alta ingestdo de sal esta relacionada com aumento da PA, porém a
intensidade da elevacdo é variavel. A sensibilidade ao sal € definida como um
aumento da PA superior a 10 mmHg quando ocorre a ingestdo de uma dieta
hipersédica precedida de uma deplecédo do sddio (dieta com baixo sodio ou uso de
diuréticos) (WEINBERGER, 1996a).

Estudo realizado na populacédo japonesa mostrou que a DCV acontece com
mais frequéncia em pessoas sensiveis ao sal e, este, por si s6, € um fator de risco
para o seu desenvolvimento (MORIMOTO et al, 1996). Um outro estudo mostrou que
individuos sensiveis ao sal apresentam maiores taxas de mortalidade
independentemente do aumento da pressao arterial WEINBERGER et al, 2001).

A sensibilidade ao sal esta relacionada diretamente com a idade, 50% dos
hipertensos com mais de 40 anos e 80% dos com mais de 60 anos apresentam
sensibilidade ao sal. E principalmente detectada em individuos afrodescendentes,
obesos, com sindrome metabdlica ou doenca renal crbnica. Individuos normotensos
sensiveis ao sal apresentam maior probabilidade de desenvolverem a HA (BOMBIG
et al, 2014).

Ainda n&o existe um preciso mecanismo que expliqgue a sensibilidade ao sal,
porém alguns fatores podem ser responsaveis pela sensibilizacdo da PA ao consumo
de Na* (WEINBERGER,1996b) (Figura 4):

e Funcéao renal: Pacientes hipertensos sensiveis ao sal apresentam um ritmo de
filtrac&o glomerular (RFG) maior que os resistentes ao sal. Associado a isso ocorre
também uma reducdo no fluxo sanguineo renal, com o aumento da presséo

intraglomerular, da albumindria e da fracdo filtrada. Existem hipdteses que
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apontam para a ocorréncia da reducdo no nimero de nefrons ou na éarea de
superficie glomerular (PARMER et al, 1994; CAMPESE et al, 1991; BIGAZZI et al,
1994; WEDLER et al, 1992; BRENNER & ANDERSON, 1992).

Peptideo atrial natriurético (ANP, do inglés atrial natriuretic peptide): Este peptideo
é liberado em resposta a hipervolemia e atua nos néfrons promovendo a excrecao
de sal e agua. Individuos hipertensos sensiveis ao sal apresentam menores
valores de ANP gquando comparados com os resistentes ao sal, porém isso nao €
uma realidade para todos os hipertensos dessa classe (WEINBERGER,1996b).
Sistema nervoso simpatico: A dopamina esta associada a natriurese e o bloqueio
dos receptores da dopamina ou da producdo da mesma a partir do seu precursor
a dopa, podem atenuar a resposta natriurética. Foi demonstrado que em resposta
a uma dieta com alto sal, hipertensos sensiveis ao sal apresentam uma menor
excrecao urinaria de dopamina, sugerindo que o sistema dopaminérgico possa
estar alterado nesses casos (GILL et al, 1991).

Receptores B-Adrenérgicos: A ativacao dos receptores (3-adrenérgicos promovem
aumento da frequéncia cardiaca e da forca de contracdo além de estar envolvido
no processo de vasodilatagcdo. Foi identificado que o fibroblasto de pacientes
hipertensos sensiveis ao sal apresentam uma menor quantidade de receptores
B2-adrenérgicos e que esse fato esta relacionado com a variacdo da PA em
resposta ao aumento do consumo de Na* (KOTANKO et al, 1992).

Fatores Genéticos: Diversas alteracdes genéticas podem ocorrer para contribuir
com a sensibilidade ao sal. Mutacbes em canais de Na*, ou em proteinas renais
podem resultar em uma desregulacdo do metabolismo do Na* (RODRIGUEZ-
ITURBE & VAZIRI, 2007).

Inflamacéo: Estudos em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) mostraram
que a inibicdo do NF-kB melhora a hipertenséo levando a crer que a inflamagéo
intra-renal exerce um papel importante na fisiopatologia da hipertensé@o sensivel
ao sal (RODRIGUEZ-ITURBE et al, 2005).

Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA): Apesar do aumento
extracelular de NaCl deprimir o SRA em individuos normotensos (INGELFINGER
et al, 1986), tem sido postulado que a ativacdo inapropriada e sustentada do SRA
esta envolvida nos efeitos adversos do sal. Este evento é corroborado pelo fato

de que seu blogueio farmacolégico previne ou melhora os danos renais induzidos
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pelo Na* (VARAGIC et al, 2008). Susic e colaboradores (2011), demonstraram que
a atividade do SRA em ratos SHR ndo é suprimida ap0s 4 semanas de alta
ingestdo de Na* indicando a manutencéo da atividade do SRA e contribuindo para
a exacerbacao do dano renal observado no rato SHR. Atribui-se ao SRA intrarenal
essa ativacao inapropriada e sustentada (MAITLAND et al, 2006; MATAVELLI et
al, 2007), uma vez que a ativacdo do SRA sistémico pela baixa ingestao de sal
nao leva ao aumento do angiotensinogénio (AGT) e da angiotensina Il (Ang II)
intratubular e no dano renal (SHAO et al, 2013). Além disso, existem relatos de
que ocorra uma reducdo da atividade da renina plasmatica assim como uma
reducdo nos niveis de aldosterona em pessoas sensiveis ao sal (GERDTS et al,
1994). Nosso grupo demonstrou que a dieta rica em Na* administrada a ratos
Sprague-Dawley por 2 semanas exacerba a hipertensdo dependente de Ang I
onde foram observados sintomas de hipertensdo maligna (LARA et al, 2012). A
elevada ingestdo de Na* estimula inapropriadamente a atividade intrarenal do
SRA (devido ao aumento dos niveis de angiotensinogénio urinario) apesar da sua
inibicdo sistémica (pela inibicdo da atividade da renina plasmatica). Franco e
colaboradores (2007) demonstraram que a pressao arterial apresenta uma
correlagao positiva com a concentragcdo renal de Ang Il, mas ndo a plasmatica.
Em conjunto a isso um maior consumo de sal promove o aumento dos receptores
de Ang Il do tipo 1 (AT1R) que quando ativados promovem vasoconstricdo (RUAN
et al, 1997).
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Hipertens&o sensivel ao sal

Retencao de Na* Alteragdes genéticas e
polimorfismo que promovem a
retencao de Na*

fVEC, * [Na']

|

T [Ca*i |
SNS *  Rim
T Inflamacgéao Angll, inflamacgéao
t AT1IR
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I RVP
Hipertenséo

Figura 4: Mecanismos da fisiopatologia da hipertenséo sensivel ao sal. Onde: Angll: Angiotensina ll;
VEC: Volume Extracelular; SNS: Sistema Nervoso Simpatico; AT1R: receptores de Ang Il do tipo 1 ;
HVE: Hipertrofia Ventricular Esquerda; RVP: Resistencia Vascular Periferica. Adaptado de:
RODRIGUEZ-ITURBE & VAZIRI, 2007.
1.3. Os Rins como 6rgaos alvo da HA

Por todo exposto anteriormente, 0s rins sdo Orgdos altamente irrigados e
responsaveis pelo ajuste corporal de Na* e, portanto, qualquer alteracdo da presséo
arterial afeta a sua funcdo. De fato, a HA e os rins apresentam carater ambivalente
uma vez que disfuncdes renais podem causar a hipertensdo e ao mesmo tempo a
hipertensdo pode diminuir a funcdo dos rins. Desta forma, estabelece-se um ciclo
vicioso que, na auséncia de uma assisténcia clinica adequada, culmina na perda do
orgao (LEVEY et al, 2003).

A doenca renal crénica (DRC) é definida pela perda progressiva e irreversivel
da funcéo dos rins associada a lesdo tecidual. E uma doenca de progressio lenta e
assintomatica até que o funcionamento dos rins seja menor que um décimo do normal
(JUNIOR, 2004). Em sua fase mais avancada (chamada de fase terminal de
insuficiéncia renal cronica - IRC), os rins ja ndo funcionam e o paciente necessita de
uma terapia de substituicdo renal (TSR) como dialise, hemodialise, transplante
(BASTOS et al, 2004). A utilizacdo da terapia celular pode ser uma estratégia

preventiva para a TSR, mas ainda € questionavel.
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No Brasil estima-se que existam cerca de 10 milhdes de portadores de DRC e
em torno de 24% desses pacientes apresentam HA. O gasto com o programa de
didlise e transplante renal no Brasil € em torno de 1,4 bilhBes de reais ao ano
(JUNIOR, 2004; BASTOS et al, 2004). Desta forma, o entendimento dos mecanismos
associados ao Na* isoladamente e como eles sao influenciados pelo aumento da
pressdo induzido pelo aumento do volume plasmatico sdo necessarios para o
desenvolvimento de uma farmacoterapia eficiente e que previna a perda do rim. Para
melhor compreensao da relacdo do trinbmio hipertensdo — rim — sal é necessario

conhecer a fisiologia renal.

1.3.1. Fisiologia dos rins:

Os rins sdo 6rgdos altamente vascularizados recebendo aproximadamente
25% do débito cardiaco, o que corresponde a 0,5% do peso corpéreo (MELLO-AIRES,
2008). No individuo adulto os rins filtram aproximadamente 180 L de sangue por dia,
onde 99% dos eletrélitos, solutos e fluidos sédo reabsorvidos e retornam a circulacao.
Apenas 1% do filtrado € excretado na forma de urina (ZHUO & LI, 2013). Estas
caracteristicas permitem ao rim exercer, além da sua funcdo primordial de eliminacéo
de farmacos, toxinas e produtos do metabolismo que nao apresentam mais utilidade
para o0 organismo, a manutencdo da homeostase corporal. Desta forma o0s rins
mantém a composicdo do meio interno dentro de uma estreita faixa de variacao e
realizam o ajuste do equilibrio acido-basico, da tonicidade, do volume do fluido
extracelular e o controle a longo prazo da presséao arterial (MOE et al., 2004; KHANNA
& KURTZMAN, 2006; MOE & HUANG, 2006). Os rins apresentam um papel secretor
importante para algumas fungdes do organismo. Eles sao responsaveis pela secrecao
de eritropoietina que é responsavel pela estimulacdo da sintese de hemacias. Eles
produzem também cacitriol (1,25 dihidroxi vitamina D3) que € importante na absor¢ao
de célcio pelo trato gastrointestinal assim como pela sua deposi¢ao nos 0ssos. E ainda
liberam substancias vasoativas como a renina, enzima que da inicio a cascata de
protedlise do SRA, além da prépria Ang Il que esta relacionada com o controle da PA
como mencionado anteriormente (GUYTON & HALL, 2006; ZHUO & LI, 2013;
PRIETO-CARRASQUERO et al, 2009).
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1.3.2. Estrutura e localizacao:

Os rins localizam-se na parte posterior do abdémen fora da cavidade peritoneal.
Na sua porcao medial eles apresentam uma regido chamada de hilo por onde passam
as veias, artérias, vasos linfaticos, suprimento nervoso e ureter. Eles sdo envoltos por
uma capsula fibrosa que apresenta a funcdo de proteger as estruturas internas
(GUYTON & HALL, 2006).

O parénguima renal é divido em duas partes: uma mais externa, denominada
regido cortical ou cortex renal e uma mais interna, chamada de regido medular ou
medula (Figura 5A). Cerca de 90% do fluxo sanguineo renal é distribuido pela camada
cortical e apenas 10% se distribui pela regido medular (PRIETO-CARRASQUERO et
al, 2009).

A unidade morfofuncional dos rins é o néfron. Cerca de aproximadamente 1,2
milhdes de néfrons compdem cada rim, que funcionam de forma independente
(SOUZA & ELIAS, 2006). Os néfrons ndo se regeneram e, portanto, a idade, doencas
e lesBes no 6rgao diminuem a funcéo do rim. Estima-se que cerca de 10% dos néfrons
sejam perdidos a cada 10 anos apos os 40 anos de idade (GUYTON & HALL, 2006).

O néfron é a unidade responsavel por filtrar o0 sangue, reabsorver os eletrdlitos,
solutos e fluidos ultrafiltrados, e excretar o excesso de eletrélitos e agua. Ele é
composto por uma parte vascular composta pelo corpusculo renal, constituido pelo
glomérulo (tufos de capilares) envolvido pela capsula de Bowman, e uma parte tubular
dividida em tabulo proximal, alga de Henle, tubulo distal e o ducto coletor (Figura 5B).
A camada cortical do rim € constituida principalmente pelos glomérulos, tabulos
proximais e distais dos néfrons. J4 a camada medular € constituida principalmente
pela alca de Henle e tubulos coletores, que se juntam em tubulos maiores até
formarem a pelve renal (SOUZA & ELIAS, 2006). O glomérulo é o responsavel pela
filtracdo do sangue que chega aos rins, e 0s segmentos tubulares por reabsorver 0s
eletrdlitos, solutos e dgua do ultrafiltrado de volta a circulagdo, além de secretar H*,
acidos, substancias estranhas e amoénia (SELDIN D & GIEBISCH G, 2008).

O processo de formacédo da urina se inicia no glomérulo, onde o sangue é filtrado,
formando o ultrafiltrado. Este percorre os segmentos tubulares, onde ocorrem
processos de reabsorcdo (de agua e solutos necessarios ao organismo que

retornam ao sangue) e secrec¢éo (no qual solutos em excesso no organismo sao
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adicionados a luz do tubulo para serem excretados na urina). No final desses
segmentos a urina estara formada (MELLO-AIRES, 2008).

A Néfrons B Glomérulo  Tabulo distal

Arteriola eferente

=
COITGX# ) y \ Cépsula de Bowman
) Vi \
[ N f (’,‘ V0> \

Mécula densa +Cortex

Células granulares

Arteriola aferente

Pelve renal

Ureter

FMedula

Figura 5: Organizacao dos rins. Em A, morfologia geral dos rins mostrando a divisdo do parénquima
renal em cortex e medula. Em B, a estrutura da unidade morfofuncional renal (néfron) destacando a
localizagcéo de suas estruturas no parénquima renal. Fonte: Adaptado de SILVERTHORN, 2010.

Os néfrons podem ser classificados dependendo de quao profundo ele esteja
no parénquima renal. A maioria dos néfrons apresenta glomérulos presentes na
camada cortical do rim. Eles sdo chamados de néfrons corticais e possuem alca de
Henle curta chegando apenas em uma pequena extensao da medula. Cerca de 20 a
30% do néfrons apresentam glomérulos mais préximos da medula e sdo denominados
néfrons justamedulares. Eles apresentam uma alca de Henle mais longa que vai até
o interior da medula, sendo o0s principais responsaveis pelo mecanismo de

concentragdo urindria (Figura 6).
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Figura 6: Representacdo esquematica dos néfrons quanto a sua localizacdo no parénguima renal.
Fonte: GUYTON & HALL, 2011
1.3.3. Tubulo proximal

O tdbulo proximal é a primeira por¢do tubular dos néfrons e é responsavel por
reabsorver aproximadamente 65% de agua e solutos filtrados como Na*, Ca?*, K*, CI
, HCOs", HPO4, e glicose, aminoacidos e proteinas de baixo peso molecular. Dessa
forma qualquer pequena alteracdo no processo de reabsorcdo no tubulo proximal
pode contribuir para grandes alteragcdes no contetdo e volume do meio extracelular
(MELLO-AIRES, 2008; ZHUO & LI, 2013). A maioria das doengas renais agudas e
cronicas se manifestam primeiramente causando algum disturbio no tibulo proximal.
Devido a seu grande numero de transportadores e a sua enorme necessidade
energética para que tudo funcione, as células do tubulo proximal sdo altamente
sensiveis a lesdes e processos isquémicos oriundos de doencas renais. Danos nas
células epiteliais do tabulo proximal renal sdo o primeiro passo na progressao da
doenca cronica renal (NAKHOUL & BATUMAN, 2011; WALSH & UNWIN, 2012).
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Esse segmento é formado por um epitélio cubico simples, e suas células sao
unidas por juncdes do tipo aderentes (“tight junctions”) (DAVIES et al, 2001), que criam
uma barreira seletiva a passagem paracelular de agua e solutos pelo epitélio. Estas
juncdes também permitem que a membrana plasmatica se torne polarizada, sendo
dividida em duas porg¢des: a membrana luminal ou apical e a membrana basolateral.
Estas membranas apresentam composi¢do de transportadores e redes regulatorias
diferentes (ANDERSON, 2001).

A reabsorcdo tubular de Na* depende diretamente da atividade da
(Na*+K*)ATPase, havendo uma correlagéo direta entre sua distribuicdo e abundancia
e a capacidade de reabsor¢cdo de Na* nos diferentes segmentos do néfron, sendo 60%
da carga filtrada é reabsorvida (FERAILLE & DOUCET, 2001). A (Na*+K*)ATPase
esté localizada na membrana basolateral, gerando um gradiente eletroquimico de Na*
favoravel a sua entrada pela membrana luminal. Esse gradiente é utilizado para o
transporte de outros solutos (tais como glicose, aminoacidos, H* e solutos organicos)
através de diferentes transportadores ativos secundarios (MELLO-AIRES, 2008)
(Figura 7). Entretanto, o transporte transepitelial de Na* ndo € realizado
exclusivamente pela (Na*+K*)ATPase. Uma segunda bomba de Na*, denominada
Na*-ATPase foi inicialmente descrita na década de 70 (WHITTEMBURY &
PROVERBIO, 1970). Este transportador de sodio se difere bioquimicamente da
(Na*+K*)ATPase por ser insensivel ao K* e a ouabaina, além de apresentar
sensibilidade a furosemida (PROVERBIO et al, 1991). As redes de sinalizacdo
intracelular que regulam a atividade das duas bombas também parecem ser diferentes
(CARUSO-NEVES et al, 1997; CARUSO-NEVES et al, 2004), de forma que a
atividade da Na*-ATPase esta aumentada em ratos espontaneamente hipertensos
(QUEIROZ-MADEIRA et al, 2010). Recentemente, esta enzima foi isolada e clonada
(ROCAFULL et al, 2011; CARUSO-NEVES et al, 2002; FERAILLE & DOUCET, 2001).
A reabsorcdo de agua acompanha a de Na* através das células por canais de agua
presente que permitem que a agua seja reabsorvida do ultrafiltrado de volta aos
capilares peritubulares. Assim sendo, a regulacao do volume extracelular ocorre nos
rins, através da regulacdo das atividades das bombas de Na* no tubulo proximal
(NIELSEN et al, 2002).
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Figura 7: Esquema representativo da célula de tubulo proximal. A reabsor¢do dos ions sédio e célcio
podem ocorrer por duas vias: a paracelular, que ocorre entre as células e a via transcelular, que ocorre
através das células. Nesta Ultima via, os solutos atravessam duas barreiras: a membrana luminal e a
membrana basolateral. Esse transporte vetorial € dependente de ATPases que geram um gradiente
eletroquimico, favorecendo a entrada luminal de solutos por meio de canais idnicos ou transportadores
ativos secundarios presentes, exclusivamente, na membrana luminal.

Uma das principais redes regulatérias que modulam o transporte transepitelial
de Na* é aquela que envolve o Ca?* como segundo mensageiro intracelular. O Ca?* é
reabsorvido no tubulo proximal principalmente pela via paracelular (cerca de 2/3)
sendo apenas 1/3 por via transcelular. Existem duas ATPases transportadoras de Ca?*
que mantém o gradiente eletroquimico favoravel a entrada do ion através de canais
idnicos presentes na membrana luminal. A Ca?*-ATPase de membrana plamatica
(PMCA), bombeia esse ion do citoplasma para o intersticio, sendo responsavel pelo
transporte transepitelial de Ca?', enquanto a Ca?*-ATPase de reticulo
sarco(endo)plasmatico (SERCA), é a responsavel por bombear o Ca?* do citoplasma
para dentro do reticulo, contra seu gradiente de concentracdo. Em conjunto, as duas

ATPases mantém baixas as concentracdes de Ca?* livre no citoplasma (na faixa nM).
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A rapida mobilizagdo de Ca?* para o meio intracelular ativa vias de sinalizacédo que

promovem o aumento da reabsorcéo proximal de Na* (IBARRA et al, 2002).

1.3.4. Medida da funcéo renal:

A medida do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) € o padrdo ouro para a
avaliacdo da funcéo renal. O RFG é igual a soma da taxa de filtragdo de todos os
néfrons. Uma reducdo da RFG pode ser devido a perda do nimero de néfrons ou
diminuicdo da filtracdo de todos, por fendmenos fisiologicos ou farmacologicos
(NUNES, 2007).

N&o é possivel medir o RFG diretamente, mas sim estiméa-lo pela depuracao
urinaria de um marcador ideal de filtracdo (que néo seja reabsorvido, metabolizado e
nem secretado no rim), como a inulina. Nestas condi¢des, a concentracdo plasmatica
da inulina depende diretamente da depuracédo renal. Desta forma, a quantidade de
inulina detectada na urina € similar a quantidade no plasma (NUNES, 2007). Uma vez
que a utilizacdo da inulina é um método invasivo, os métodos mais comumente
utilizados sdo concentracdo da creatinina sérica ou a depuracdo da creatinina
enddgena (DCE) como estimativa do RFG. A creatinina é livremente filtrada pelo
glomérulo e ndo reabsorvida nem metabolizada pelo rim. Entretanto, de 10% a 40%
da creatinina urinaria é derivada da secrecao tubular de cations organicos no tubulo
proximal, sendo mais significativa quanto menor estiver a RFG (NUNES, 2007). A
dosagem de ureia plasmatica foi um dos primeiros métodos utilizados para avaliacao
da funcéo renal. Porém sua utilizacédo ndo é totalmente adequada uma vez que a ureia
ndo é produzida constantemente durante o dia e sua concentracdo varia de acordo
com a ingestao de alimentos ricos em proteinas, sangramentos gastrointestinais e uso
de medicamentos. Além disso, ela é parcialmente reabsorvida (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2011).

Na avaliacdo de outras funcdes dos rins, além da filtracdo glomerular, a
investigacdo por proteindria e microalbumindria traz informacfes importantes como
indicativo de lesdo renal. A presenca de proteinaria € um fator indicativo de
nefropatia e insuficiéncia renal crénica (KIRSZTAJN, 2009).

O curso da DRC é frequentemente assintomatico, até que a doenca atinja seu
estagio avancado, o que resulta na busca de cuidados médicos quando ja apresenta
uma ou mais complicacdes da doenca. A auséncia de sintomas nos estagios iniciais

da DRC exige que sempre se mantenham suspeitas da possibilidade de existéncia da
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doenca. Qualquer alteragbes funcional, em especial no RFG e proteinaria, sédo
importantes no diagnostico e classificagdo da DRC.

Tabela 2 - Estadiamento da doenca renal crénica (DRC)
Estagios da Ritmo de filtracdo glomerular Proteinuria
DRC (mL/min/1,73m?)
1 290 Presente
2 60-89 Presente
3A 45-59 Presente ou ausente
3B 30-44 Presente ou ausente
4 15-29 Presente ou ausente
5 <15 Presente ou ausente
Fonte: BASTOS MG & KIRSZTAJN GM, 2011

1.3.5. Sinaliza¢do do sodio

A maneira como a entrada de Na* em células ndo excitaveis, como as do
epitélio tubular renal, ativa vias de sinalizacdo especificas ainda nao é totalmente
compreendida embora existam indicios de que o Na* altere vias de sinalizacao
intracelular especificas. Fisiologicamente, o aumento intracelular de Na* esta
associado com aumento da atividade da (Na*+K*)ATPase, porém n&o é o ion Na* per
se o responsavel por essa elevacdo. Foi descrita em células do tubulo proximal a
presenca de uma proteina cinase cuja a atividade € induzida por sal, denominada
cinase induzida por sal (SIK, do inglés salt-inducible kinase) (OKAMOTO et al, 2004).

A SIK é um proteina cinase da familia das proteinas cinases ativadas por AMP
(AMPK) e foi originalmente encontrada nas glandulas suprarrenais onde esta
associada a regulacdo da expressao de enzimas esteroidogenicas (OKAMOTO et al,
2004). Sao descritas trés isoformas de SIK que apresentam fungbes especificas
variaveis de acordo com o tecido que sdo expressas. Por exemplo, no tecido adiposo
a SIK2 esta envolvida na regulacdo do metabolismo energético (OKAMOTO et al,
2004) enquanto que nos pulmdes a SIK1 é descrita como sendo importante para a
acao B-adrenérgica relacionada com o tratamento edema pulmonar (ENELING et al,
2011). A SIK1 esta envolvida na diferenciagcdo de cardiomiocitos e no

desenvolvimento do coracdo desempenhando um papel central na regulacdo da
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proliferacéo e diferenciacéo de células cardiacas (ROMITO et al, 2010). Ainda a nivel
cardiaco, estudo realizado em cultura de células mostrou que o0 aumento da
concentracéo intracelular de sodio pode provocar a ativacao de fatores de transcricéo
e genes associados tanto com o crescimento cardiaco normal quanto hipertrofia de
cardiomidcitos em um mecanismo dependente da ativacdo da SIK1 (POPQV et al,
2012). Ja a SIK2 foi demonstrada como responsavel por eventos
celulares/moleculares em miécitos que levam ao desenvolvimento da hipertrofia
ventricular esquerda (POPOV et al, 2014).

A SIK atua como um reguladora da expresséo de E-caderina, uma molécula de
adesdo celular importante na polarizacdo das células, sendo importante para a
integridade, manutencéo, e funcdo de polarizada dos epitélios (pulmonar, renal e
intestinal) (ENELING et al 2012).

Sabe-se que o aumento da concentragédo intracelular de Na* ([Na*]i) acarreta no
aumento da atividade da (Na*+K*)ATPase (THERIEN & BLOSTEIN, 2000) . De
maneira oposta ao que se havia pensado, a [Na*]i ndo ativa diretamente a atividade
da ATPase. No cerne desta ativacao se encontra a SIK e uma cascata de sinalizacao
dependente de Ca?* (SJOSTROM et al 2007).

Inicialmente, o aumento gradual da [Na*]iinduzido pela monensina (um ionéforo
de Na*) através de diferentes tempos de incubacdo em células de tubulo proximal de
gamba (OK) leva a uma lentificacdo e possivel inversdo do trocador Na*/Ca?* (NCX).
Com isso, a concentracdo intracelular de Ca?* aumenta levando a ativagdo da proteina
cinase dependente de Ca?*/Calmodulina (CaMK). Esta enzima fosforila e ativa a SIK,
que por sua vez fosforila a proteina fosfatase metilesterase-1 (PME-1). Uma vez
fosforilada PME-1 se dissocia da proteina fosfatase 2A (PP2A) que, quando liberada,
desfosforila a subunidade a da (Na*+K*)ATPase. O resultado final € o aumento da
atividade da enzima (Figura 8) (SJOSTROM et al 2007).
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Figura 8: Provavel mecanismo de acao pelo qual a atividade da (Na*+K*)ATPase é aumentada em

resposta a alteracdes intracelulares de Na*. Onde: CaMK: proteina cinase dependente de
Ca2+/Calmodulina; PME-1: proteina fosfatase metilesterase-1; PP2A: proteina fosfatase 2A; SIK:
Proteina cinase induzida por sal. Fonte: Adaptado de SJOSTROM et al 2007.

Neste contexto, algumas perguntas ainda nao foram respondidas:

Como o aumento do Na* no compartimento extracellular acarreta o aumento
do [Na*]i? O trabalho de SJOSTROM e colaboradores (2007) promove o [Na*]i
com o uso de um ionéforo especifico, a monensina. In vivo, os transportadores
ativos secundarios renais poderiam agir como sensores da concentracdo
luminal de Na*. FRINDT & PALMER (2009) investigaram a abundancia das
proteinas transportadoras de Na* na membrana luminal de rim de rato através
da biotinilizac&o in situ e imunodeteccdo em resposta ao conteudo de Na* na
dieta. Quando ratos Sprague-Dawley foram submetidos a uma dieta rica em
Na* por uma semana, a expressao na superficie da membrana luminal dos co-
transportadores Na*/Cl- e Na*/K*/2ClI- e do trocador Na*/H* ndo se alteraram.
Por outro lado, foi observado um aumento da expressao da subunidade 3 do
canal de sodio sensivel a amilorida (ENaC) e a deteccdo da forma clivada da
subunidade y. Mais recentemente foi demonstrado que na dieta contendo alto
sal este canal, apesar da sua expressdo aumentada, se encontra na forma
fechada pela acao de receptores purinérgicos P2Y2 (POCHYNYUK et al, 2010).
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Assim, permanece desconhecido como as células renais detectam variacdes
na concentracdo luminal de Na*.

O aumento da concentragao luminal de Na*, como consequéncia do aumento
da ingestdo de Na* também acarreta na ativacdo de vias de sinalizagdo
intracelulares como aquelas descritas por SJIOSTROM e colaboradores
(2007)?

A ativacdo momentanea ou constante ocasionadas pelo aumento localizado da
concentracdo de Na* determina vias de sinalizacdo associadas a lesao renal?
N&o se sabe se as alteracdes promovidas na homeostasia do Ca?* ou se a
ativagcdo da SIK, descritas anteriormente, estdo envolvidas na evolugdo da

lesdo renal ou no desenvolvimento da HA.

Modelo DOCA/Sal: um modelo classico para responder questdes atuais

A utilizacdo de mineralocorticoides para induzir a hipertensdo € uma pratica

antiga com os primeiros relatos na década de 40. Nesses estudos SEYLE e

colaboradores (1943) demonstraram que a administracdo de acetato de

desoxicorticosterona (DOCA) induz a hipertensdo em ratos. Os mineralocorticéides

sdo hormoénios secretados pela zona glomerulosa do cortex das glandulas adrenais

sdo responsaveis pelo ajuste da concentracdo plasmatica de K*, e evitar a perda
rapida de Na* e agua (GUYTON AC & HALL JE, 2006). A aldosterona € o principal

mineralocorticoide enddgeno e exerce 0s seus efeitos ao se ligar ao receptor

mineralocortidide (MR). No rim a ativacdo dos receptores MR estimula a reabsorcdo

de Na* e 4gua e aumenta a excrecdo de K* no ducto coletor (Figura 9).

Fisiologicamente, a liberacdo de aldosterona é mediada pela Ang Il que juntos

promovem o aumento do volume plasmatico e da presséo arterial. Em outros tecidos,

como o cardiaco, a aldosterona promove o aumento da deposicdo de colageno,
favorecendo a fibrose e a hipertrofia (CONNELL & DAVIES, 2005).
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Figura 9: Esquema representativo da agéo da aldosterona nas células do tubulo distal. A aldosterona
se liga ao seu receptor intracelular que ao ser ativado migra para o nlacleo e promove a sintese da
(Na*+K*)ATPase e do ENaC aumento a reabsor¢do de Na*. Onde: MR: Receptor de
mineralocorticoide; ENaC: Canal de s6dio sensivel a amilorida. Fonte: Adaptado de GUYTON & HALL,
2011

Ratos uninefrectomizados tratados cronicamente com DOCA e dieta com alto
sal sdo um importante modelo de hipertensdo dependente de volume (modelo
DOCA/Sal). Séao utilizados ratos jovens pois sdo mais suscetiveis a hipertenséo
promovida por esse modelo. Os animais nessas condi¢cdes desenvolvem uma
hipertensdo severa, associada a nefro-esclerose, necrose miocardica focal,
miocardite e periarterite. A severidade da hipertenséo se correlaciona, diretamente,
com o teor total de sddio na dieta (CARRETERO & ROMERO, 1977).

A fisiopatologia desse modelo ndo € totalmente conhecida porém esta
relacionada com a excessiva retencédo de Na* e 4gua, com consequente aumento de
volemia, além de uma reduzida atividade da renina plasmatica. Nesse modelo a
participacdo da vasopressina € essencial tanto a nivel periférico, induzindo
vasoconstricdo, quanto a nivel central, atuando em areas hipotalamicas relacionadas
ao controle do equilibrio hidroeletrolitico. Além disso, fatores endégenos semelhantes
a ouabaina podem estar inibindo a atividade da (Na*+K*)ATPase, reduzindo a

reabsorgcédo de sodio e favorecendo a excrecao renal (ZICHA & KUNES, 1999). Os
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animais apresentam o peso cardiaco aumentado em 30% e ocorrem alteracdes renais
como proteindria e glomerulosclerosis, além de alteracdes no endotélio (PINTO et al
1998).

Com a recente proposta de que o Na*, per se, exerce efeitos teciduais
independente do aumento do volume plasmético que contribuem para a progresséao
da hipertenséo arterial, o modelo DOCA/Sal tem sido utilizado experimentalmente com
0 intuito de entender os mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento da
doenca, comparando-se com modelos que ndo apresentam hipertensdo apesar da

elevada ingestéo de sal.



2. Objetivo
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O objetivo central deste estudo é determinar o efeito exclusivo do aumento
localizado de Na* sobre as células do tabulo proximal e a funcéo renal elucidando os
mecanismos moleculares associados, bem como a sua modulagcédo pelo componente

pressorico.

2.1. Objetivos especificos:

Modelo in vitro: definir o efeito do aumento localizado e agudo Na* na face luminal da
célula tubular proximal.

e Determinar a influéncia de altas concentracdes de Na* localizadas na face luminal

de células LLC-PK1 sobre as atividades ATPasicas transportadoras de Na* e Ca?*.

Modelo in vivo: investigar a influéncia do aumento do volume plasmaético e da pressao

arterial sobre o efeito da ingestéao crénica de sal e a funcao renal.

e Determinar alteracbes da funcdo renal promovidas exclusivamente pela alta
ingestao cronica de sal

e Definir quais ATPases transportadoras de Na* sdo moduladas exclusivamente
pelo aumento crénico no consumo de sal.

e Avaliar o envolvimento da SIK na ingestao cronica de sal e sua modulacéao pelo

aumento do volume plasmético e da pressao arterial.



3. Métodos



35

3.1. Materiais:

ATPNa2, ouabaina, Hepes, Tris, PMSF, furosemida, glicina, acrilamida, bis-
acrilamida, inibidor de tripsina (tipo 11-S), EDTA e albumina foram obtidos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO).

NaCl, MgCI2, KCI, folin, DMSO, acrilamida, BIS-acrilamida, glicose, EDTA,
fosfato de sédio hepta-hidratado, xilol, éter e alccol etilico foram obtidos de VETEC
quimica, Xerém, Duque de Caxias, RJ.

Todos os outros reagentes foram do mais alto grau de pureza. Todas as
solugdes foram preparadas com agua Milli-Q pelo sistema (PURELAB Option-Q). O
[32Pi] foi obtido do Instituto Brasileiro de Energia e Pesquisas Nucleares (IPEN, Séo
Paulo, Brasil).

Os kits colorimétricos utilizados para quantificacdo de ureia, creatinina e
proteindria foram obtidos da Gold Analisa (Belo Horizonte, MG, Brasil). O kit para
dosagem de soédio plasmatico foi obtido da In Vitro Diagndstica Ltda. (Itabira, MG,
Brasil).

O anticorpo anti-SIK produzido em coelho (catalogo: SAB500552) e o
anticorpo monoclonal anti B-actina produzido em camundongo (catalogo: A5441)
foram obtido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), A membrana de nitrocelulose
(Hybond) foi comprada da Amersham Biosciences (Buckinghamshire, RU). O tampéao
de bloqueio e os anticorpos secundarios IRDye® 680RD (catalogo:926-68073) e
IRDye® 800CW (catalogo: 926-32212) foram obtidos da LI-COR Biosciences (NE,
USA).

Os reagente HRP, DAB, DAPI, Rodente Deacloker™, e o Rodent Block foram
adquiridos na Biocare Medical (CA, USA). O anticorpo Alexa Flior ® 488 anti-rabbit,
da Invitrogen.

As racoes padréao e modificada com 4% de NaCl foram adquiridas na Rhoster

Industria e Comércio Ltda. (Aracoiaba da Serra, SP, Brasil).

3.2. Culturade células

Células epiteliais de tabulo proximal de rim de porco imortalizadas (LLC-PK1 -
ATCC® CL-101™) foram cultivadas em meio 199 suplementado com 3% de soro fetal
bovino e mantidas em garrafas de plastico (TPP-25 cm?), a 37 °C, em estufa com

atmosfera de 5% COz2, por 72 h ou até atingirem o estado de confluéncia. Apoés isso,
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as células foram repicadas e lavadas com PBS (Na2HPO4 10 mM + NaCl 13,7 mM +
KH2PO4 1,7 mM + KCI 2,7 mM), a pH 7,5. As culturas lavadas foram entdo incubadas
por 5 min em solucéo de tripsina em EDTA 0,5%. A acao da tripsina foi interrompida
pela adicdo de meio 199 com 3% de SFB e essa suspensdo celular foi, entéo,
distribuida em garrafas de cultura (FERRAO et al, 2012).

Para os experimento, as células foram plaqueadas (5x10° células) e mantidas
em meio 199 contendo SFB 3%, a 37 °C e 5% CO:2 durante trés dias até atingirem a
confluéncia. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado e a cultura lavada com
PBS. As células foram incubadas por 60 min a 37 °C em atmosfera de 5% de CO:2
com solugdes de diferentes concentragdes de NaCl (140 e 170 mEq) e a osmolaridade
foi mantida a 310 mOsm/Kg com manitol. Apés a incubacéo das células nas diferentes
condicles, as células foram lavadas em PBS, raspadas das garrafas e transferidas
para tubos Falcon (15 mL) e centrifugadas (1500 rpm por 2 min a temperatura
ambiente). O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante ressuspenso em
solucéo contendo EDTA 1 mM, Hepes-Tris 20 mM pH 7,0, sacarose 250 mM e inibidor
de tripsina 0,15 mg/mL. As células ressuspensas ha solucdo foram entéo lisadas com
um homogeneizador do tipo Potter e pistilo de teflon por 10 vezes. O lisado celular foi
mantido em gelo para a preservacao das proteinas. A concentracdo de proteina e a
atividade ATPasica do lisado celular foram medidas no mesmo dia. A concentracao
de proteina foi dosada segundo o método de LOWRY et al. (1951), utilizando a

albumina bovina como padrao.

3.3. Modelo DOCA/Sal:

O protocolo para a manipulacéo de ratos Wistar machos foi realizado segundo
as normas de boa pratica em pesquisa e aprovado pela Comisséo de Etica para o Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio de Janeiro IBCCS087. Os ratos
foram mantidos durante o periodo de estudo em um biotério com temperatura
constante (23 £ 2 °C), no ciclo padrao claro/escuro (12/12 h). O namero total de ratos
utilizados neste estudo foi de 60, ocorrendo a perda de 10% desses animais devido a
mortes.

Ratos Wistar machos com 8 semanas de idade sofreram uma cirurgia de
uninefrectomia do rim esquerdo e aleatoriamente foram separados em 4 grupos:
CONT: grupo controle recebendo dieta; CONT/Sal: grupo controle recebendo dieta

hipersédica contendo 4% de NaCl, DOCA: grupo tratado com injecdes via
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subcutaneas de acetato de desoxicorticosterona 8mg/Kg duas vezes por semana e
recebendo dieta controle; e DOCA/Sal: grupo tratado com injecdes via subcutaneas
de acetato de desoxicorticosterona 8mg/Kg duas vezes por semana e recebendo dieta
contendo 4% de NaCl. Os animais tiveram livre acesso a agua e comida.

O tratamento se manteve por 4 semanas, e apos esse tempo foram aferidas a
pressao arterial sistélica (PAS) e a frequéncia cardiaca. Durante todo o periodo (pré
e pos-operatorio) os ratos foram mantidos em gaiolas apropriadas sob temperatura
constante (23 + 2 °C), no ciclo padrao claro/escuro (12/12 h). 24 h antes do sacrificio
os animais foram separados em gaiolas metabdlicas para coleta de urina e controle
de &gua ingerida. Por ultimo, os animais foram eutanasiados por decapitacao

consciente para recolhimento de sangue e remocao do rim direito.

3.4. Cirurgia de uninefrectomia

A cirurgia iniciou-se com a sedacao dos ratos por anestesia geral através de
injecao intraperitoneal de solucao de cloridrato de quetamina 5% 50 mg/Kg e cloridrato
de xilazina 2 g 5 mg/ Kg de peso corporal. O rato foi considerado anestesiado quando
nao reagia ao se realizar presséo nas patas traseiras. O rato foi entdo fixado em uma
prancha cirdrgica e preso com fita adesiva pelos membros inferiores e superiores. Foi
realizada assepsia da regido abdominal com detergente e gaze, e tricotomia com uma
lamina. A laparotomia (abertura da cavidade abdominal) foi realizada através de uma
incisdo abdominal de aproximadamente 6 cm. Apoés identificacao das veias e artérias
renais foi aplicado um grampo vascular ndo traumatico nas artérias renais. Em
seguida, as artérias renais foram amarradas com linha de algodéo e o rim esquerdo
foi removido. A incisdo foi fechada com sutura feita com pontos simples separados,

afrontando as bordas (pele e musculo) em plano Unico, com linha de algodé&o 3-0.

3.5. Medida néo-invasiva da pressao arterial:

A pressao arterial foi medida utilizando o pletismégrafo de manguito de cauda
(“tail-cuff”) usando o aparelho Letica LE 5000 (Barcelona, Espanha). Para essa
determinacdo os animais foram mantidos a 30-32°C por 30 min de forma que as
pulsacdes na artéria caudal fossem detectaveis. No momento em que trés medidas
consecutivas de pressao arterial fossem obtidas sem disturbio do sinal, os valores das

pressodes sistolica e frequéncia cardiaca eram aferidos. Para evitar estresse do animal
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no dia anterior a realizacao da medida os ratos foram expostos a todo o procedimento,

em uma forma de treinamento para realizagdo do método.

3.6. Analise dos parametros fisioldgicos renais:

Uma semana antes da eutandsia os ratos foram treinados e adaptados em
gaiolas metabdlicas. As gaiolas foram colocadas em uma sala com a temperatura e
ciclo claro-escuro controlados (23 + 2 °C ; 12-12h) e com livre acesso a agua e racao.
Os animais foram colocados nas gaiolas pelas 24 h que antecederam a eutanasia. O
sangue foi centrifugado a 2.000xg por 10 min para obtencao do plasma e as amostras
de urina foram coletadas e centrifugadas a 3.000xg por 5 min. Os sobrenadantes
foram armazenados a -20 °C até o dia da analise bioquimica.

Foram utilizados kits enziméticos especificos para as medidas de Na*
plasmético (Sodium rapid, InVitro), de creatinina (no plasma e na urina) (Creatinina,
Analisa), ureia plasmatica (Uréia-PP, Analisa) e de proteinaria (Proteinuria-PP,
Analisa) que se baseiam na formacdo de complexos coloridos cuja absorbancia é
captada pelo espectrofotometro UV/VIS.

O RFG foi calculado a partir da depuracéo (clearance) de creatinina de acordo
com a seguinte formula:

Clcr = Uer x V/IPcr;
Onde, UCr e PCr: concentracdo urinaria e plasmatica de creatinina (umol/mL)

e V: volume da urina (mL/24 h).

3.7. Preparacdao renal:

Para investigar as possiveis alteracfes das ATPases transportadoras de Na* e
Ca?* e para a andlise do conteudo proteico de proteinas foram utilizadas preparacoes
de homogeneizado purificado do cortex renal. Imediatamente apés a retirada, os rins
foram imersos em solucéo isotdnica tamponada gelada contendo: sacarose 250 mM,
Hepes-Tris 10 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM, inibidor de tripsina 0,15 mg/ml e fluoreto de
fenilmetanesulfonil (PMSF) 1 mM. Os poélos renais foram retirados e armazenados
em formaldeido 10%. A regido cortical externa (segmento de aproximadamente 5 mm
de espessura), por¢cdo composta predominantemente por tubulos proximais foi
dissecada. Ao cortex externo foram adicionados 3 mL da solug&o descrita acima, o

tecido foi picotado e essa suspensdo homogeneizada utilizando homogeneizador de
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tecido tipo Potter com pistilo de teflon. Este homogeneizado foi centrifugado por 10
min a 2.000xg, a 4 °C, em uma centrifuga Sorvall RC-5B, utilizando um rotor SS-34.
Nesta centrifugacéo, as células ndo rompidas durante a homogeneizacao, nucleos e
citoesqueleto sedimentam e foram descartados apods a retirada do sobrenadante. Este
sobrenadante constitui 0 homogeneizado purificado de cértex renal externo, o qual foi
aliquotado em tubos Eppendorf e armazenado a -20 °C (VERDOORN et al, 2010). A
concentracdo de proteinas de cada preparacao foi determinada através de método
colorimétrico modificado de Lowry et al. (1951), utilizando a albumina bovina como

padréo.

3.8. Atividade (Na*+K*)ATPasica

A atividade da (Na*+K*)ATPase foi determinada através da quantificacdo da
diferenca de fosfato inorganico (Pi), liberado pela hidrélise de ATP, na presenca e
auséncia de ouabaina (inibidor especifico). O homogeneizado (0,2 mg/ml) foi pré-
incubado ou ndo com ouabaina (1 mM) para assegurar completa inativacdo da
enzima. A reacao de hidrolise foi iniciada pela adicdo das proteinas no meio de reacao
contendo: HEPES-Tris 20 mM (pH 7,4), MgCI2 10 mM, NaCl 120 mM, KCI 30 mM e
ATPNa2 5 mM na presencga de tragos [y32P]JATP. Ap6s 20 minutos a 37 °C a reacdo
foi parada pela adigédo de carvao ativado em HCI 0,1 N (2 vezes o volume de reagao).
Apods centrifugacéo o Pi liberado foi quantificado por cintilacdo liquida (Packard/Tri-
carb 2100TR).

3.9. Atividade Na*-ATPasica

A atividade da Na*-ATPase foi determinada conforme descrito por CARUSO-
NEVES e colaboradores (2000), através da quantificacdo da diferenca de Pi liberado
pela hidrélise do [y32P]JATP na presenga e auséncia de furosemida (inibidor da
enzima). O homogeneizado (0,2 mg/ml) foi pré-incubado com e sem furosemida (2
mM) em meio de reacdo contendo: HEPES-Tris 20 mM (pH 7,0), ouabaina 1 mM,
MgCI2 2 mM, NaCl 120 mM na presenca de tracos de [y32P]ATP e parada apés a
reacao de 10 minutos a 37 °C, pela adicédo de carvao ativado em HCla 0,1 N (2 vezes
do volume de reagéo). Apos centrifugagédo, o Pi liberado no meio foi quantificado

empregando-se um contador de cintilac&o liquida Packard Tri-carb 2100TR.
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3.10. Medida de atividade das ATPases transportadoras de Ca?*:

A atividade da Ca?*-ATPase foi medida pela quantificacéo do fosfato inorganico
(Pi) resultante da hidrdlise do ATP, segundo o método colorimétrico inicialmente
descrito por TAUSSKY & SHORR (1953) e adaptado por FERRAO et al (2012). A
atividade Ca?*-ATPasica total foi calculada pela diferenca entre as determinacdes
feitas na presenca de 7,5 yM de Ca?* livre e na auséncia deste ion, pela adicédo de
EGTA 2 mM. A atividade correspondente a Ca?*-ATPase de membrana plasmatica
(PMCA) é aquela resistente a adicdo de tapsigargina 1 uM, um inibidor da Ca?*-
ATPase de reticulo sarco(endo)plasmético (SERCA); enquanto a atividade da SERCA
€ aquela sensivel a adicdo de tapsigargina. O meio de reacdo continha: Bis-tris-
propano 50 mM (pH 7,4), ATP 5 mM, MgCl2 5 mM, NaNs 10 mM, KCI 120 mM,
ouabaina 0,1 mM, EGTA 0,2 mM e Ca?* suficiente para a obtencéo de 7,5 uM de Ca?*
livre — CaClz2 226 uM em um volume final de 500 pL. A reacao foi iniciada com a adicao
de 0,1 mg/mL de proteina a 37 °C e interrompida ap6s 20 min com a adi¢do de carvao
ativado em HCI| 0,1 N para a adsor¢cdo de ADP e ATP ndo hidrolisado. Apos

centrifigucéo o Pi liberado foi quantificado em aliquotas de 500 pL de sobrenadante.

3.11. Eletroforese e imunodeteccéo:

As proteinas presentes no homogeneizado foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS PAGE 10%), transferidas para membranas de
nitrocelulose. Apo6s o0 bloqueio com tampédo de bloqueio LI-COR Odssey, as
membranas foram incubadas com anticorpos primarios especificos (diluidos em TBS)
durante 1 hora. Em seguida, as membranas foram lavadas com solug&o tampéao TBS-
T [Tris 10 mM (pH 7,4), Tween 0,1%], re-incubadas por 1 hora com anticorpo
secundario conjugado a FITC ou PE (diluidos em tampéao de bloqueio LI-COR Odssey)
e novamente lavadas com TBS-T. A imunomarcacéao foi detectada pela fluorescéncia
emitida pelo anticorpo secundario no sistema (LI-COR Odyssey). Todas as
membranas foram coradas com vermelho de Ponceau para controle da efetividade no
processo de transferéncia das proteinas. Para cada grupo experimental foi realizada

incubacdo com anticorpo anti-B-actina para o controle de carregamento.

3.12. Imunohistoquimica e imunofluorescéncia:
A fixacao dos rins foi feita em formaldeido a 10% em solucéao de tampéao fosfato,

por um periodo maximo de 3 dias. Apds este tempo o tecido foi desidratado em
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solugdes aquosas de alcool etilico absoluto 4 vezes por 50 min em cada uma. Em
seguida foi realizada a etapa de clareamento, isto é, a substituicAo do agente
desidratante pelo liquido intermediario, o xileno, o qual possibilitara a inclusdo da
parafina (xileno-parafina 1:1, xileno-parafina 1:2 e parafina pura). Esta etapa foi
realizada a temperatura de 60 °C mantida constantemente em estufa. Finalmente foi
realizada a fabricacdo do bloco sélido utilizando moldes metéalicos nos quais sdo
colocadas as amostras embebidas com parafina liquida para resfriamento rapido e
consequentemente solidificacdo. O tecido foi entdo seccionado em microtomo,
gerando cortes com a espessura de 5 um que foram fixados em Iaminas histologicas.

As laminas prontas sdo entao colocadas para secar por 1h a 60°C em estufa.
Apos esse tempo foi realizada uma bateria de solugdes onde o material € exposto a
trés lavagens de 5 min com xileno, seguida de solucdes de alcool etilico (100%, 95%,
75%) por um min em cada. Ao final dessa bateria de solu¢cdes as laminas foram
lavadas com TBS por 5 min, seguida da utilizagéo de solugéo 3% de H202 em metanol
por 15 min. Apds esse tempo ocorreu uma lavagem com agua e em seguida a
utilizacdo da solucdo Rodent Decloaker™ por 30 min a 95°C. Apés isso foi realizado
uma nova lavagem com agua, porém dessa vez até retirar toda coloracdo do reagente,
em seguida as laminulas foram incubadas por 25 min a temperatura ambiente com
solucdo de bloqueio. Apds o bloqueio, as laminas foram rinsadas com TBS e
incubadas overnight com o anticorpo primario anti-SIK a 4°C.

Nesse momento as técnicas de imunohistoquimica e imunofluorescéncia se
separam. No caso da primeira, as laminas foram lavadas com TBS e incubadas com
HRP por 25 min, seguida de outra lavagem. Apds esse processo 0s cortes histoldgicos
foram expostos ao DAB sob observacdo em microscépio até que fosse detectado a
marcacdo. A reacdo foi entdo parada com agua e as laminas foram coradas com
hematoxilina, lavadas em agua e uma nova bateria de solucdo de alcool etilico (75 e
100%) e novamente trés lavagens de 5 min em xileno. O material foi entdo preparado
e levado para obtencao das fotos em microscopio acoplado a uma camera.

J& no caso da imunofluoréscencia, apds a incubacdo com anticorpo primario,
as laminas foram entdo lavadas com TBS e incubadas com anticorpo secundario
Alexa Fluor® 488 por 1 h a temperatura ambiente. Apds este periodo, o nucleo das
células foi marcado com DAPI e posteriormente o material foi analisado em

microscoépio confocal de fluorescéncia.
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3.13. Medida de mobilizacdo de Ca?* intracelular:

Alteracdes no transiente de Ca?* intracelular foram medidas em células LLC-
PKi1 plaqueadas em laminulas de vidro. As células foram incubadas em solugéo
contendo HEPES 10 mM, CaClz 1,5 mM, KCI 5 mM, Na2HPO4 0,5 mM, glucose 6 mM,
MgSOa4 0,5 mM, fluo-4 4uM, pluoronic 0,04% e NaCl 140 mM por 45 min a 37°C, ao
abrigo de luz. Ap6s o tempo decorrido as laminulas foram observadas em uma
unidade de microscopia dindamica sob fluxo constante de solucdo de fluorimetria
contendo HEPES 10 mM, CaClz 1,5 mM, KCI 5 mM, Na2HPO4 0,5 mM, glucose 6 mM,
MgSOa4 0,5 mM, e NaCl 140 mM e no tempo de 3,5 min foi alterada para uma solugéo
de fluorimetria contendo 170 mM de NaCl e depois de 10 min retornou para a solugéo
com 140 mM.

3.14. Anélise estatistica:

Os dados obtidos foram comparados por analises estatisticas feitas através do
teste One-way ANOVA e pés-teste Tukey ou Teste t de Student, utilizando o programa
GraphPad Prisma 5.0 para calcula-los. Os resultados foram indicados como média +

erro padrdo da média, com o n amostral sendo indicado em cada figura.



4. Resultados
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4.1. Modelo in vitro:

4.1.1. Determinacao da influéncia de altas concentracfes de Na* localizadas na
face luminal de células LLC-PK1 sobre as atividades ATPasicas das
transportadoras de Na* e Ca?*:

Inicialmente foi avaliada a influéncia da elevada concentragéo de Na* na face
luminal de células LLC-PK1 sobre as atividades das ATPases transportadoras de Na*.
Foi observado que a atividade da (Na*+K*)ATPase, a principal responsavel pela
reabsorcéo de Na*, aumenta cerca de 4 vezes na presenca de elevada concentracao
de Na* (170 mEqg) quando comparada com a condi¢cao controle (140 mEq) (4,5+0,8
vs. 16,8+3,5 nmolPi.mg*.min, p<0,05, n=4) (Figura 10).
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Atividade (Na*+K™)-ATPasica
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Figura 10: Efeito do aumento agudo da concentracao de Na* (170 mEQq) na face luminal de células de
tubulo proximal LLC-PK1 sobre a atividade da (Nat+K*)ATPase. . Os resultados representam a média
+ EPM, n = 4. *, representa valores estatisticamente diferentes (Student t-test, p<0,05).

Ao contrario do que acontece com a (Na*+K*)ATPase, a Na*-ATPase é
insensivel ao aumento da concentracdo de Na* na face luminal de células LLC-PK1.(
49,48+13,90 vs. 43,84+15,49 nmolPi.mg?1.min"t, n=4) (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do aumento agudo da concentracdo do ion Na* (170 mEq) na face luminal de células
de tlbulo proximal LLC-PK1sobre a atividade da Na*-ATPase. Os resultados representam a média +
EPM, n =4,

Em relacdo a atividade Ca?*-ATPasica total, foi observado que em condicdes
de alta concentracdo de Na* presentes na face luminal de células LLC-PK1 a atividade
€ cerca de 2 vezes superior que na condi¢cdo controle (8,43+0,63 vs. 18,3+0,99

nmolPi.mgt.min", p<0,05, n=3) (Figura 12).
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Figura 12: Efeito do aumento agudo da concentracdo do ion Na* (170 mEq) na face luminal de células
de tabulo proximal LLC-PK1sobre a atividade Ca?*-ATPasica total. Os resultados representam a média
+ EPM, n = 3. *, representa valores estatisticamente diferentes (Student t-test, p<0,05).
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A atividade da SERCA aumenta em torno de 4 vezes em resposta a alta

concentracdo de Na* na face luminal (3,2+2,3 vs. 12,6+3,6 nmolPi.mgt.min, p<0,05)

(Figura 13), enquanto que a atividade da PMCA se manteve inalterada (4,1+2,2 vs.

3,6+3,3 nmolPi.mgt.min?) (Figura 14).
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Figura 13: Efeito do aumento agudo da concentracédo do ion Na* (170 mEq) na face luminal de células
de tubulo proximal LLC-PK1 sobre a atividade da SERCA. Os resultados representam a média + EPM,
n = 3. *, representa valores estatisticamente diferentes (Student t-test, p<0,05).
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Figura 14: Efeito do aumento agudo da concentracéo do ion Na* (170 mEq) na face luminal de células
de tabulo proximal LLC-PK1 sobre a atividade da PMCA. Os resultados representam a média + EPM,

n=3.
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4.1.2. Alteracdes na mobilizacdo de célcio intracelular:
O aumento da concentracdo extracelular de Na*, de 140 para 170 mEq, ndo

promoveu alteracées significativas na concentracéo intracelular de Ca?* como pode

ser visto na Figura 15
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Figura 15: Efeito do aumento agudo da concentracdo do ion Na* (170 mEq) na face luminal de células
de tdbulo proximal LLC-PK1 sobre a mobilizacdo intracelular de célcio. Em A fotomicrografias das
células utilizadas no experimento em campo claro. Em B fotomicrografias células utilizadas no
experimento em campo escuro. Em C registros da mobiliza¢éo de célcio onde cada linha representa
uma célula. n=1.

4.2. Modelo in vivo:

4.2.1. Determinacdo das alteracdes funcionais renais promovidas pela alta
ingestao crbnica de sal:

Com a finalidade de identificar qual o efeito exclusivo do Na* sobre a funcao
renal e determinar a influéncia do aumento da presséo arterial sobre este efeito,
utilizamos o modelo DOCA/Sal. Com relacdo a frequéncia cardiaca observamos que
0S animais que receberam o tratamento crénico com DOCA apresentaram valores
maiores quando comparados com os animais CONT, que sofreram apenas a
uinefrectomia (figura 16). Em relagéo ao efeito da ingestéao cronica de sal, observamos
o CONT/Sal apresenta frequéncia cardiaca maior que 0s ratos que receberam a dieta

normosoddica (CONT). Esse efeito foi perdido nos ratos submetidos a injecdo com
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DOCA (280+7; 327+12; 419+13 e 433+11 BPM, respectivamente para CONT,
CONT/Sal, DOCA e DOCA/Sal, p<0,05)
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Figura 16: Efeito da dieta hipersddica e do tratamento com DOCA sobre a frequéncia cardiaca. CONT:
ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosédica; CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que
receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosaédica
e injecéo subcutdnea de DOCA; DOCA/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de
NaCl e inje¢éo subcutdnea de DOCA. Sendo BPM: batidas por minuto. Os resultados representam a
meédia + EPM. n =5,5,15,15.*, Indica valores estatisticamente diferentes quando comparados ao grupo
CONT (One-way ANOVA com Tukey pos-teste, p<0,05); #, Indica valores estatisticamente diferentes
comparado com o seu grupo par (Teste t Student, p<0,05)

Em seguida, foi avaliada a pressao sistdlica nos diferentes grupos
experimentais, com a adicdo de um grupo de ratos escolhidos randomicamente para
a afericdo da presséo sistélica antes do processo de uninefrectomia. Este processo
nao influenciou os valores de presséo sistélica (valores antes vs CONT). Os ratos que
receberam a injecdo com DOCA apresentaram pressdo arterial sistélica elevada
(valores DOCA vs. Antes). A ingestao cronica de elevada quantidade de sal exacerbou
0 aumento da pressao sistélica no grupo DOCA, enquanto nao modificou os valores
obtidos no rato uninefrectomizado (104+4, 119+7,142+4,156+5 mmHg,
respectivamente para CONT, CONT/Sal, DOCA e DOCA/Sal, p<0,05) (Figura 17).
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Figura 17: Efeito da dieta hipersddica e do tratamento com DOCA sobre a presséao arterial sistélica.
Antes: antes de iniciar o tratamento; CONT: ratos uninefrectomizados que receberam dieta
normosédica; CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta normosédica e injecdo subcutdnea de DOCA; DOCA/Sal:
ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl e injecdo subcutanea de DOCA. Os
resultados representam a média + EPM. n = 5,5,5,15,15. *, Indica valores estatisticamente diferentes
quando comparado ao CONT (One-way ANOVA com Tukey pés-teste, p<0,05); #, Indica valores
estatisticamente diferentes comparado com o seu grupo par (Teste t Student, p<0,05).

A Figura 18 mostra os valores de ingestdo de agua e volume de urina dos
grupos experimentais. Observamos que 0s animais que receberam uma dieta
hipersédica consumiram mais agua que 0s animais que receberam dieta normosodica
(28+1, 52+4, 23+2 e 52+6 mL, respectivamente para CONT, CONT/Sal, DOCA,
DOCA/Sal, p<0,05) (Figura 18a). O volume urindrio acompanhou esse perfil sendo
maior nos ratos que ingeriram mais sal (51, 29+4, 7+1 e 3615 mL, respectivamente
para CONT, CONT/Sal, DOCA, DOCA/Sal, p<0,05) (Figura 18b).
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Figura 18: Efeito da dieta hipersédica e do tratamento com DOCA sobre, em A, o volume de agua
ingerida e , em B, volume urinario. CONT: ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosédica;
CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta normosdédica e inje¢cdo subcutanea de DOCA; DOCA/Sal:
ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl e injecdo subcutanea de DOCA. Os
resultados representam a média £+ EPM. n=5,5,13,13.*, Indica valores estatisticamente diferentes em
relagdo ao CONT (One-way ANOVA com Tukey poés-teste, p<0,05).

A partir da urina e do plasma dos animais realizamos as medidas de alguns
parametros funcionais renais para avaliar o efeito do sal e da pressao arterial sobre
os rins. Primeiramente medimos os niveis de creatinina plasmatica e urinaria a fim de
se obter o RFG. Os niveis de creatinina plasmatica ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (0,46+0,03, 0,50+0,04, 0,35+0,03 e
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0,49+0,05 mg/dL, respectivamente para CONT, CONT/Sal, DOCA, DOCA/Sal) (Figura
19). Da mesma forma os niveis de creatinina urinaria também néo sofreram alteragcfes
estatisticas importantes (7,14+0,58, 8,90+0,53, 10,11+1,06 e 9,77+0,81 mg/dL,
respectivamente para CONT, CONT/Sal, DOCA, DOCA/Sal) (Figura 20).
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Figura 19: Efeito da dieta hipersédica e do tratamento com DOCA sobre creatinina plasmatica. CONT:
ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosédica; CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que
receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosaédica
e injecéo subcutdnea de DOCA; DOCA/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de
NaCl e injecédo subcutanea de DOCA.Os resultados representam a média + EPM. n=5,5,5,6.
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Figura 20: Efeito da dieta hipersédica e do tratamento com DOCA sobre creatinina urinaria. CONT:
ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosédica; CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que
receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosédica
e injecéo subcutdnea de DOCA; DOCA/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de
NaCl e injecdo subcutanea de DOCA. Os resultados representam a média + EPM. n=5,5,6,6.
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Embora os niveis de creatinina ndo se alterem, quando calculamos o RFG
observamos que apenas o grupo DOCA/Sal apresenta uma reducdo quando
comparado com o grupo DOCA (1,00+0,07; 1,16+0,12;1,19+0,06 e. 0,88+0,01 mL/min
CONT, CONT/Sal, DOCA e DOCA/Sal, respectivamente p<0,05) (Figura 21).
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Figura 21: Efeito da dieta hipersddica e do tratamento com DOCA sobre o Ritmo de Filtracdo
Glomerular. CONT: ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosédica; CONT/Sal: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos uninefrectomizados que
receberam dieta normosédica e inje¢do subcutdnea de DOCA; DOCA/Sal: ratos uninefrectomizados
que receberam dieta com 4% de NaCl e injecado subcutdnea de DOCA. Os resultados representam a
média £ EPM. n=4,4,5,4.*, Indica valores estatisticamente diferentes (Teste t Student, p<0,05).

Como segunda forma de avaliar funcdo renal fomos verificar os niveis de uréia
plasmatica. Foi observado que os grupos que receberam a dieta hipersddica
apresentaram concentracdes maiores de uréia plasmatica independente da injecao

com DOCA (33+1,2, 45+3, 31+1,6 e 39+1,6 mg/dL, CONT, CONT/Sal, DOCA e
DOCA/Sal, respectivamente p<0,05) (Figura 22).
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Figura 22: Efeito da dieta hipersédica e do tratamento com DOCA sobre a concentracdo de uréia
plasmatica. CONT: ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosddica; CONT/Sal: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos uninefrectomizados que
receberam dieta normosédica e inje¢do subcutdnea de DOCA; DOCA/Sal: ratos uninefrectomizados
que receberam dieta com 4% de NaCl e injecdo subcutdnea de DOCA. Os resultados representam a
média £ EPM. n=5.*, Indica valores estatisticamente diferentes em relagdo ao seu par (Teste t Student,
p<0,05).

A andlise de proteinuria esta representada na Figura 23. Assim como no acumulo de
uréia no plasma, a proteinuria foi elevada apenas nos grupos que receberam dieta
hipersédica, independente da administracdo de DOCA (6,6+1,3, 21+3,4, 8,2+0,7 e
16,04+1,67, respectivamente para CONT, CONT/Sal, DOCA, DOCA/Sal, p<0,05).
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Figura 23: Efeito da dieta hipersodica e do tratamento com DOCA sobre preteindria. CONT: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta normosédica; CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que
receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosaédica
e injecéo subcutdnea de DOCA; DOCA/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de
NaCl e injecdo subcutanea de DOCA. Os resultados representam a média + EPM. n=5,5,6,6.*, Indica
valores estatisticamente diferentes (One-way ANOVA com Tukey pds-teste, p<0,05).

A Figura 24 mostra os valores de concentracdo plasmatica de Na* nos
diferentes grupos experimentais. CONT/Sal, DOCA e DOCA/Sal apresentaram
concentracbes plasmaticas menores do que aquelas obtidas para o grupo CONT
(156+10, 11948, 99+3 e 91+5 mmol/L, respectivamente para CONT, CONT/Sal,
DOCA, DOCA/Sal, p<0,05).
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Figura 24: Efeito da dieta hipersddica e do tratamento com DOCA sobre a concentragdo plasmatica de
Na*. CONT: ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosoédica; CONT/Sal: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos uninefrectomizados que
receberam dieta normosddica e injecdo subcutanea de DOCA; DOCA/Sal: ratos uninefrectomizados
que receberam dieta com 4% de NaCl e injecdo subcutdnea de DOCA. Os resultados representam a
média £ EPM. n=3,4,6,5.*, Indica valores estatisticamente diferentes (One-way ANOVA com Tukey pés-
teste, p<0,05).

4.2.2. Definicdo de quais ATPases transportadoras de Na*® sdo moduladas pelo

aumento cronico no consumo de sal:

A Figura 25 mostra que a administracdo de DOCA modifica a resposta da
(Na*+K*)ATPase a ingestéo crbnica de sal em homogeneizado de cértex renal. Nos
grupos CONT, aos quais DOCA nao foi administrado, a ingestdo aumentada de sal
acarretou no aumento da atividade (Na*+K*)ATPasica (em nmolPi.mg?i.min': de
101+4,7 no CONT para 211+45,2 no CONT/Sal, p<0,05). Ja nos grupos onde DOCA
foi administrado, a atividade (Na*+K*)ATPasica se encontra diminuida (em nmolPi.mg
L. min"t:de 77+5,2 no DOCA para 47+6,2 no DOCA/Sal p<0,05). Ndo foram observadas
mudancas do conteudo protéico da enzima em nenhum dos grupos experimentais

(Figura 26).
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Figura 25: Efeito da dieta hipersodica e do tratamento com DOCA sobre a atividade da Na*/K*-ATPase
em homogeneizado de cortex renal. CONT: ratos uninefrectomizados que receberam dieta
normosaédica; CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta normosddica e inje¢cdo subcutanea de DOCA; DOCA/Sal:
ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl e injecdo subcutanea de DOCA.Os
resultados representam a média + EPM. n=5,4,4,4 * Indica valores estatisticamente diferentes (Teste
t Student, p<0,05).
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Figura 26: Efeito da dieta hipersddica e do tratamento com DOCA sobre a Expressao da Na*/K*-
ATPase em homogeneizado de cortex renal. CONT: ratos uninefrectomizados que receberam dieta
normosodica; CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta normosdédica e inje¢cdo subcutanea de DOCA; DOCA/Sal:
ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl e injecdo subcutanea de DOCA. Os
valores da expresséo foram obtidos pela densitometria das bandas visualizadas no scanner odssey.
Os resultados representam a média da densitometria + EPM, n=4
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Ao contrario da (Na*+K*)ATPase, a atividade Na*-ATP&sica ndo é modificada
em nenhuma das condi¢cdes experimentais (8,62+1,44, 25,22+10,74, 9,17+1,40 e
11,53+3,04 nmolPi.mgl.min?, respectivamente para CONT, CONT/SAL, DOCA,
DOCA/SAL, p<0,05) (Figura 27).
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Figura 27: Efeito da dieta hipersodica e do tratamento com DOCA sobre a atividade da Na*-ATPase
em homogeneizado de cortex renal. CONT: ratos uninefrectomizados que receberam dieta
normosédica; CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta normosédica e injecdo subcutdnea de DOCA; DOCA/Sal:
ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl e injecdo subcutédnea de DOCA. Os
resultados representam a média + EPM. n=5,5,8,9

4.2.3. Avaliacdo do envolvimento da proteina SIK:

Com o objetivo de avaliar se a ingestdo aumentada de Na* modifica o contetudo
protéico de SIK inicialmente utilizamos as técnicas de imunofluorescéncia e
imunohistoquimica para detectar a presenca desta enzima no cortex renal dos
diferentes grupos experimentais (Figura 28 e Figura 29). Nas imagens da
imunohistoquimica apresentadas na Figura 28 podemos observar a marcacéo da SIK
em marrom em todos 0s grupos, principalmente nas regides do tabulo proximal.
Aparentemente os grupos CONT/Sal, DOCA e DOCA/SAL apresentam uma marcagao
intraglomerular que ndo é vista no CONT. Resultados semelhantes foram obtidos

utilizando a técnica de imunofluoréscencia (Figura 29).
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Figura 28: Imunohistoquimica demonstrando a presenca da SIK em células do tdbulo proximal. Em A
o controle negativo (auséncia do anticorpo primario). Em B grupo CONT (ratos uninefrectomizados que
receberam dieta normosédica). Em C grupo CONT/Sal (ratos uninefrectomizados que receberam dieta
com 4% de NaCl). Em D grupo DOCA (ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosodica e
injecdo subcutanea de DOCA). Em E grupo DOCA/Sal (ratos uninefrectomizados que receberam dieta
com 4% de NaCl e injecao subcutanea de DOCA). Sendo Gm: Glomérulo; TP: Tubulo Préximal; TD:
Tabulo Distal. n=1
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Figura 29: Imunofluorescéncia onde as setas brancas indicam a presenca da SIK em células do tibulo
proximal. Em A controle negativo (auséncia de anticorpo primario). Em B grupo CONT (ratos
uninefrectomizados que receberam dieta normosoédica). Em C grupo CONT/Sal (ratos
uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl). n=1
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A andlise do conteudo protéico de SIK no cortex renal demonstrou que a
administracdo do DOCA interfere na quantidade de SIK expressa no cortex renal.
Nesta condicdo, o DOCA — independente da ingestdo de sal diminui para metade o
conteudo protéico de SIK. Nos grupos CONT, que nao foram submetidos a injecéo
com DOCA. A ingestdo de sal aumenta em 36% o conteudo protéico da enzima

(Figura 30).
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Figura 30: Efeito da dieta hipersddica e do tratamento com DOCA sobre a expressdo da SIK em
homogeneizado de coértex renal. CONT: ratos uninefrectomizados que receberam dieta normosadica;
CONT/Sal: ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl; DOCA: ratos
uninefrectomizados que receberam dieta normosédica e injecdo subcutdnea de DOCA; DOCA/Sal:
ratos uninefrectomizados que receberam dieta com 4% de NaCl e injecdo subcutédnea de DOCA. Os
valores da expresséo foram obtidos pela densitometria das bandas visualizadas no scanner odyssey.
Os resultados representam a média da densitometria + EPM. n=4.*, Indica valores estatisticamente
diferentes (One-way ANOVA com Tukey pos-teste, p<0,05).



5. Discussao
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Na presente dissertagdo de mestrado foram utilizados dois modelos
experimentais (in vivo e in vitro) com a finalidade de dissociar o efeito exclusivo do
Na* do componente pressoérico conforme descrito por GUYTON et al (1972) em suas
classicas curvas de natriurese pressorica. Em ambos os modelos estudados foi
possivel identificar respostas inerentes ao aumento localizado de Na*. Dentre eles,
destacam-se no modelo in vitro o aumento das atividades da (Na*+K*)ATPase e
SERCA e, no modelo in vivo, 0 aumento da frequéncia cardiaca sem o correspondente
aumento de presséo sistolica, o0 acumulo de uréia, elevada proteindria, 0 aumento da
atividade (Na*+K*)ATPasica e do conteudo proteico de SIK. Além disso, a presenca
de um componente pressérico como ocorre nos ratos DOCA, aumenta a sensibilidade
da presséao sistolica ao sal, diminuindo o processo de filtracdo renal, a atividade da
(Na*+K*)ATPase e o conteludo proteico de SIK.

Uma vez que a regido do cértex renal — com destaque para o tubulo proximal —
€ a responsavel pela maior manipulagcdo de Na* contribuindo diretamente para o
acumulo de Na* no meio extracelular, foi escolhida a cultura imortalizada de células
de tabulo proximal de rim de porco LLC-PK1 para a realizacéo do estudo. A exposicao
aguda de Na* na face luminal destas células mimetiza a fase inicial do aumento da
excrecao renal deste ion em decorréncia do aumento da ingestéo de sal na tentativa
de reequilibrar a homeostasia de Na*, conforme exposto na Figura 7. Vale a pena
ressaltar que utilizamos a cultura quando as células alcancam em torno de 90% de
confluéncia. Nesta condicdo, as células mantém a sua polaridade de forma que a
membrana luminal fica exposta ao meio de cultura e a membrana basolateral aderida
ao plastico (Ferrdo et al., 2012).

Neste contexto, pudemos demonstrar que o aumento da concentracdo de Na*
no ambiente luminal aumenta a atividade da (Na*+K*)ATPase, mas ndo a da Na*-
ATPase. Desta forma, propomos que o aumento agudo da concentracdo luminal de
Na* ativa imediatamente o transporte em massa de Na* por meio da (Na*+K*)ATPase.
De fato, quanto maior é o aporte de Na* advindo do processo da filtracdo, maior sera
0 processo de reabsorcdo, sendo esse processo denominado de regulagéo
glomerulotubular (GUYTON AC & HALL JE, 2006). Diversos estudos vem
demonstrando a ativacao inapropriada da Na*-ATPase como um dos possiveis
mecanismos renais associados a hipertensao arterial (SILVA et al, 2014; QUEIROZ-
MADEIRA et al, 2010). Neste contexto, 0 aumento da reabsorcao inapropriada de Na*

estaria contribuindo diretamente para o aumento localizado da concentracdo de Na*,
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sem grandes modificagBes sobre a concentracdo plasmética do ion e do volume
extracelular. O aumento da concentragao tecidual de Na* poderia ser um mecanismo
associado a sensibilidade ao sal demonstrada no modelo de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (KOPP et al, 2013; HOFMEISTER et al, 2015). Comparando com
o0 modelo SHR, a atividade da (Na*+K*)ATPase se encontra aumentada em fases
iniciais da vida (6 semanas) e retorna ao controle no rato adulto (13 semanas). O
contrario acontece com a Na*-ATPase que nao se altera nas 6 semanas de vida, mas
estd aumentada no rato adulto (QUEIROZ-MADEIRA et al, 2010). Estes dados, em
conjunto com os obtidos em relagdo a cultura de células indicam que em fases iniciais
da exposicdo ao Na* € a (Na*+K*)ATPase a principal enzima reguladora do transporte
renal deste ion e, possivelmente, a envolvida na génese de processos hipertensivos.
A exposicdo crénica ao Na* poderia levar ao retorno da atividade da (Na*+K*)ATPase
a niveis basais — talvez por um mecanismo de dessensibilizagdo — cabendo a Na*-
ATPase a responsabilidade desse transporte no rato adulto. Nessa dissertacéo
tivemos como limitacdo o tempo maximo de exposicao das células ao Na*. Acima de
1 h de incubacédo observamos o desprendimento e a morte das células. No modelo in
vivo, observamos um aumento da atividade da Na*-ATPase em termos de valores
brutos, mas devido ao pequeno n experimental ndo alcangcamos significancia. Sera
necessario aumentar a amostragem dos grupos experimentais estudados.

O principal mecanismo associado ao aumento do transporte renal de Na* é
aquele que envolve o Ca?* como segundo mensageiro (DU et al, 2015). No rim, a
principal via de reabsorcdo de Ca?* é a via paracelular (ALEXANDER et al, 2014).
Pela via transcelular, com destaque para o tubulo proximal, a PMCA é a principal
enzima responsavel pelo gradiente intracelular de Ca?*, que favorece a sua entrada
luminal por meio de canais especificos. Uma vez no citoplasma, este ion é
rapidamente capturado para o reticulo endoplasmatico pela acdo da SERCA
(CARAFOLI & BRINI, 2000). O transiente de Ca?* modulado por hormdnios e
autacoéides, promove a ativacdo de vias de sinalizacdo dependentes deste ion que
acarretam na modulacgédo do transporte renal de Na*. O trocador Na*/Ca?*, presente
na membrana luminal, participa do processo de extrusdo de Ca?*, mas ao contrario do
que acontece nas células excitaveis, como no corag¢do, tem uma relevancia
secundaria a da PMCA (BRINI & CARAFOLI, 2011). No nosso modelo, observamos
gue o aumento luminal da concentracdo de Na* acarreta no aumento da atividade da

SERCA, sem alteracdo do transiente de Ca?*. Podemos propor que o aumento da
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atividade da enzima contribui para o0 armazenamento do ion no reticulo
endoplasmatico, deixando a célula mais sensivel a um disparo promovido por um
horménio ou autacdides, como a Ang Il. FERRAO e colaboradores (2012)
demonstraram, utilizando as mesmas células deste estudo, que a acéo luminal da Ang
Il estimula a atividade da SERCA, tornando a eficiéncia da célula em mobilizar Ca?*
para 0 meio intracelular maior durante uma segunda exposi¢cdo. Este mecanismo
poderia explicar porque a hipertensdo dependente de Ang Il é sensivel a elevada
ingestao de sal (Lara et al, 2011).

Este estudo em cultura de células se diferencia do trabalho de SJOSTROM e
colaboradores (2007) que utilizaram células de tubulo proximal de gamba (OK)
promovendo o aumento intracelular da concentracdo de Na* artificialmente pelo uso
de um ionéforo, a monensina. Neste contexto, foi visto que o aumento da
permeabilidade ao Na* estd associado com o aumento do transiente de Ca?*
intracelular (IWAMOTO et al, 2004). Sem o uso do ion6foro a entrada luminal de Na*
€ dependente do simporte Na*/glicose ou aminoacidos e do contra-transportador
Na*/H* ativados pelo gradiente intracelular de Na* gerado pela (Na*+K*)ATPase
(FERAILLE & DOUCET, 2001) . Nossa hipotese é de que a entrada luminal de Na* na
auséncia do ionéforo ndo gera transiente de Ca?*, mas prepara a célula para uma
resposta eficiente a um agonista, como por exemplo a Ang Il.

Ainda, o envolvimento da Ca?*-calmodulina kinase Il (CAMKII) e de SIK,
principal via descrita por SJOSTROM e colaboradores (2007), precisa ser investigada.
A enzima CAMKII pode ser a ligacdo entre o aumento do Na* na face luminal e a
ativacdo da SERCA, uma vez que a CAMKII estimula a SERCA via fosfolambam
(GRIMM & BROWN, 2010) (Figura 31).
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Figura 31: O aumento agudo de Na* intracelular leva, por um mecanismo ainda nao totalmente definido
envolvendo a SIK e a CAMKII, a ativacdo da (Na*+K*)ATPase e da SERCA, promovendo um aumento
da reabsorgdo do sddio e a regulacdo da homeostasia do calcio. Onde: NCX:Trocador Na*/Ca?*;
SIK:Salt Inducible-Kinase; CAMKII:Ca?*-calmodulina kinase 1l; PMCA:Ca?*-ATPase de Membrana
Plasmatica; SERCA: Ca%*-ATPase de Reticulo Sarco(Endo)plasmatico; ATP: Adenosina Trifosfato;
ADP: Adenosina Difosfato.

No modelo in vivo, foi comparado o efeito da alta ingestdo de Na* no rato Wistar
uninefrectomizado (CONT) com o rato Wistar uninefrectomizado submetido a injecao
subcuténea com DOCA. No grupo CTRL, apesar da uninefrectomia, a elevada
ingestdo de Na* ndo promoveu o0 aumento da pressao sistolica. Isso indica que neste
grupo as alteracdes de funcdo renal e de mecanismos moleculares sdo devidas
exclusivamente ao Na*. A administracdo do DOCA promove no rato a hipertensao
induzida por mineralocorticoide — observamos o0 aumento de pressao sistdlica — cuja
génese pode envolver a retencédo de Na* e a subsequente expansao de volume dando
origem ao conceito de “hipertensdo molhada” (tradugéo do inglés wet hypertension)
(PINTO et al, 1998). Esse modelo tradicionalmente utiliza o sal na agua de beber dos
ratos (FAZAN et al, 2001), mas em nosso trabalho optamos por utilizar uma ragéo
hipersodica adquirida comercialmente a fim de se evitar a aversao a agua. Vale a pena
ressaltar que este modelo de hipertensdo é independente do sistema renina
angiotensina sistémico, devido a observagcdo de baixos niveis de renina no plasma

desses animais (ZICHA & KUNES, 1999). No nosso caso, este modelo é interessante
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porque, quando comparado ao grupo CONT, demonstra como o efeito do Na* é
influenciado pelo o aumento de volume extracelular e de pressao sistdlica.

Além da expanséo de volume extracelular, a ingestédo elevada de sal parece
modificar a resposta reflexa humoral dos barorreceptores exacerbando o aumento da
pressdo sistélica (CHOE et al, 2015), conforme foi observado no nosso modelo.
Observamos que os ratos DOCA j& apresentam aumento de frequéncia cardiaca e de
pressdo sistélica, esta Ultima exacerbada pela alta ingestdo de sal, podendo esse
fendmeno estar associado a alteracdo da atividade dos barorreceptores. Estes dados
também indicam que a racao hipersddica é tdo eficaz quanto a adicdo de sal na agua
de beber para promover a hipertensdo. Nos ratos CONT, apesar do aumento da
ingestdo de sal promover o aumento da frequéncia cardiaca, ndo foi observada
alteracéo de presséo sistélica, indicando que o sistema barorreceptor néo foi afetado.
Independente da injecdo com DOCA, todos os grupos submetidos a alta ingestéo de
sal aumentaram a ingestao de agua e, por consequéncia o volume da urina como era
de se esperar.

A hipotese de trabalho é que no rato CONT a ingestdo aumentada e crénica de
sal ativa no rim mecanismos natriuréticos de forma que a concentracao luminal de Na*
aumente. O transporte vetorial de Na* no epitélio renal promove a entrada do Na* pela
via luminal. O aumento sustentado da concentracéo intracelular se Na* poderia ativar
vias especificas de sinalizac&o celular envolvidas na lesdo renal. JA no modelo DOCA,
a acdao intracelular do Na* passa a ser modulada por mecanismos pressoéricos que
poderiam contribuir para o agravamento da leséo e a perda do rim.

O principal parametro de analise da funcéo renal € o RFG (NUNES et al, 2007).
Na presenca de uma aumentada pressao sistolica, a ingestao de sal diminui o RFG e,
portanto, a funcéo renal. Nos grupos CONT, CONT/Sal e DOCA nao foram detectadas
alteracdes do RFG, indicando que o Na* exacerba os efeitos da hipertensdo. A medida
dos niveis de uréia no plasma também pode ser considerada como um parametro da
avaliacdo da funcéo renal, porém esse indice é influenciado por diversos fatores,
como a ingesta proteica e sangramentos, entre outros (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2011). Apenas 0s grupos que receberam a dieta hipersoddica
apresentaram um aumento dos niveis plasmaticos de uréia. Esse dado pode indicar
que o Na* causa uma perda inicial de funcéo renal, porém néo suficiente para alterar
o RFG. Da mesma forma, os ratos submetidos a dieta hipersodica apresentaram

elevada proteindria, indicando que este efeito é exclusivo do Na*. A observacéo do



67

rato CONT submetido a alta ingestéo de sal leva a proteinaria e pode estar associada
a sobrecarga do rim remanescente e a duracdo de 4 semanas de ingestédo de sal.
LARA e colaboradores (2012) ndo detectaram proteinuria em ratos Sprague-Dawley
submetidos apenas a dieta contendo 8% NaCl durante 2 semanas.

Apesar de ambos os grupos que receberam dieta hipersédica apresentarem
elevada proteindria, o mecanismo parece ser diferente. No grupo CONT/Sal a
proteinuria pode ser decorrente de algum mecanismo secretor danificado ou alguma
lesdo tubular, uma vez que o RFG esta preservado. Ja no grupo DOCA/Sal, a
proteinaria pode ser devido a lesédo glomerular (pois 0 RFG esté diminuido), associado
ou ndo a lesdo tubular. Para verificar essa hipotese é necessario a realizacdo de
analises histoldgicas para avaliar a presenca de lesdes renais e alteracdes nos
glomérulos.

Avaliando os valores séricos de Na* observamos que tanto o grupo CONT/Sal,
quanto o DOCA e o DOCA/Sal apresentaram concentracdes reduzidas de Na*
plasmatico. Essa reducdo pode ser devida a um aumento da excrecdo sodio na urina
ou ele pode estar se acumulando na forma osmoticamente inativa ha pele e musculos,
como sugerido por TITZE e colaboradores (2010). Para avaliar essas hipoteses é
necessario realizar a medida do Na* urinario.

Em relagdo aos transportadores renais de Na*, a presenca do componente
pressoérico é determinante para a atividade (Na*+K*)ATPé&sica. Nos ratos CONT, o
aumento da ingestdo de sal promove o aumento da atividade da enzima em
homogeneizado de cortex renal, semelhante ao observado na cultura de células de
tubulo proximal. Por outro lado, quando o componente pressorico esta presente a
atividade da (Na*+K*)ATPase € inibida, como um possivel mecanismo de protecéo
uma vez gue ja esté instalado um quadro de hipertensao e o aumento da reabsorc¢éo
do ion agravaria esse quadro. Nao podemos descartar que a inibicdo da
(Na*+K*)ATPase seja também um mecanismo de dessensibilizagdo promovido pela
administracdo cronica de DOCA. A Na*-ATPase € insensivel nestas condicfes assim
como ocorreu no modelo in vitro.

A anéalise do cortex renal demonstrou que a SIK esta presente principalmente
em células do tabulo proximal nos ratos CONT. Além disso, os grupos Sal, associados
ou ndo a injecado de DOCA apresentam marcacédo para SIK no glomérulo. O contetdo
protéico de SIK é aumentado no CONT/Sal, o que vai de encontro com o dado da

atividade da (Na*+K*)ATPase uma vez que, de acordo com a via descrita por
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SJOSTROM e colaboradores (2007), a ativagcdo da SIK termina na ativacdo da
(Na*+K*)ATPase. Ja nos grupo DOCA e DOCA/Sal, o conteudo proteico de SIK esta
diminuida podendo ser mais uma vez um mecanismo de defesa na tentativa de evitar
a exarcerbacdo da associacao entre o Na* e o componente pressor. Esses dados
sugerem que a hipertensdo promovida por mineralocorticoides inibe a via de

sinalizacao ativada pelo sal. Estes mecanismos estao apresentados na Figura 32.

Normotensos Hipertensos
2+ 2+
I Na* Ca I Na* Ca
+ +
X Na 3 Nat X Na 3 Na*
Na*p Na+4
| |
SIK T siK§
CAMKII? CAMKII?
ADP ATP ADP 2 K* ATP ADP ATP ADP 2 K* ATP
Na* (Na*+K*), Na* (Na*+K*)
ATPase | ATPase ATPase | ATPase
Na* 3 Na* Na* 3 Na*

Figura 32: O aumento cronico da ingesta de sal promove um aumento do Na* intracelular que em
animais normotensos leva a um aumento da expressdo SIK e ativacdo da (Na*+K*)ATPase
promovendo um aumento da reabsorcéo do sddio. Ja& em animais hipertensos ocorre uma reducéo da
expressdo da SIK que leva a uma reducéo da atividade da (Na*+K*)ATPase diminuindo a reabsorcéo
de sddio. Onde: NCX:Trocador Na*/Ca?*; SIK:Salt Inducible-Kinase; CAMKII:Ca?*-calmodulina kinase
II; ATP: Adenosina Trifosfato; ADP: Adenosina Difosfato.



6. Conclusao
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Por todo o exposto podemos concluir que o aumento localizado do Na*
aumenta exclusivamente a atividade da (Na*+K"YATPase ativando uma via de
sinalizacao especifica que envolve a SERCA e a SIK. A ativacdo da SERCA pode ser
associada ao maior armazenamento de Ca?* no reticulo sarcoplasmatico de forma
que o transiente de Ca?* seja mais eficiente frente a um agonista.

Entretanto, a ingestao elevada de Na* ndo modifica a funcéo renal, apesar do
aumento da atividade (Na*+K*)ATPasica e do contetudo de SIK, implementando de
maneira silenciosa a lesdo renal. Quando o componente pressorico € inserido, como
na hipertensdo dependente de volume, a funcdo renal € diminuida o que pode ser
atribuido, em parte, a diminuicdo da atividade (Na*+K*)ATPase e da SIK.
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