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1. Resumo

A hipertensao arterial (HTA) constitui, mundialmente, o principal fator de risco
modificavel para doengas cardiovasculares, morbilidade e mortalidade. Afeta 1,28
bilides de pessoas.

Associa-se a inumeras complicagdes, doenga cardiaca isquémica, insuficiéncia
cardiaca, acidente vascular cerebral, deméncia e doenca renal crénica. Em 2015
causou 10,7 milhdes de mortes.

Estabeleceu-se causalidade entre o consumo de sal, a disrupcdo da
homeostasia de sddio e HTA. A HTA sal sensivel (50% dos doentes) carateriza-se pela
elevacao concomitante do consumo de sal e valores tensionais, constituindo um fator
de risco para morbilidade e mortalidade cardiovascular tdo importante como os
fatores de risco tradicionais. Polimorfismos dos genes envolvidos no sistema renina-
angiotensina-aldosterona, hiperativacdo do SNS e disfuncdo renal constituem fatores
etioldgicos importantes.

Segundo o0 modelo cldssico de homeostasia, o sddio distribui-se
equitativamente nos compartimentos intravascular e intersticial, existindo relacao
direta entre a composicdo do organismo em sédio, volume extracelular e pressao
arterial. Foi criticado apds constatacdo de dissociagdo entre o consumo e excregao
didrias de soédio. Verificou-se acumulacdo de sédio em compartimentos, que o
acumulam e libertam ciclicamente, sob regulacdo de eixos neuroenddcrinos, incluindo
endotélio, pele, cartilagem, musculo e osso.

A exposicdo endotelial a excesso de sal compromete a sua integridade
estrutural e funcional. Observa-se disrupcdo do glicocdlice e aumento da rigidez
endotelial, desencadeando disfuncao endotelial e vasoconstricdo.

Na pele, a acumulacdao de sédio causa hiperplasia capilar linfatica. A sua
disrupcdo provoca aumento da resisténcia vascular epitelial.

Em individuos sal sensiveis, ha alteracdao dos mecanismos centrais de regulacdo
da pressdo arterial, desencadeando hiperativacdo simpatica, e consequente elevacao
tensional.

Tendo em conta a importancia da avaliacdo da sensibilidade ao sddio, propde-
se um novo método, desenvolvido por Oberleithner et al., através da avaliacdo do
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glicocalice eritocitario. A sua aplicacdo permite a demarcagao de um fenétipo distinto,
do ponto de vista fisiopatologico e abordagem terapéutica, podendo requerer

atualizagao das guidelines.
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I1. Abstract

Systemic arterial hypertension (SAT) is, worldwide, the main avoidable risk
factor for the establishment of cardiovascular disease, as well as morbidity and
mortality risk. It affects 1.28 billion people.

It is associated with serious long term health consequences, including ischemic
heart disease, heart failure, stroke, dementia as well as chronic kidney disease. In
2015, SAT was directly responsible for 10.7 million deaths globally.

One can establish a causal direct association between increased salt intake, the
disruption of sodium homeostasis and SAT. Salt sensitive SAT is characterized by
paralleled salt intake and blood pressure elevation. It is thought that this form of SAT
encompasses 30 to 50% of patients.

Regarding etiologic factors, genetic polymorphisms affecting genes that encode
components of the renin-angiotensin-aldosterone system have been established as
important contributors to salt sensitive SAT, as well as sympathetic nervous system
hyperactivity and renal dysfunction.

Salt sensitivity constitutes a risk factor for increased morbidity and mortality,
considered as relevant and important as the other traditional cardiovascular risk
factors.

The traditional model of sodium balance considers the existence of two
compartments, intravascular and interstitial, where sodium distributes equally. It
postulates the existence of a linear association between total body sodium,
extracellular volume and blood pressure. The model received criticism after it was
recently detected that sodium intake doesn’t match excretion in 24 hours. Moreover,
sodium storage in body was detected in the endothelium, skin, cartilage muscle and
bone. It is generally accepted that these compartments store and release sodium
rhythmically, under the influence of neuroendocrine cyclic axis.

Salt loading compromises the structural and functional integrity of the
endothelium. It triggers glycocalyx disruption, endothelial rigidity and, ultimately,

endothelial dysfunction.
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Sodium storage was observed in the skin interstitium. This event drives capillary
hyperplasia. When this process fails, it can be noticed increased resistance of capillary
arterioles.

In salt sensitive individuals, the central mechanisms that regulate blood
pressure are abnormal, triggering sympathetic nervous system hyperactivation,
leading to blood pressure elevation.

Considering the importance of sodium sensitivity evaluation, a new method,
developed by Oberleithner et al., that analyses changes in the glycocalyx of
erythrocytes, is proposed. Its application allows the demarcation of a distinct
phenotype, regarding physiopathologic mechanisms and therapeutic approach.
Advances in the body of knowledge acquired through application of this new method
might require adjustments in hypertension guidelines.

The application of this new method enables the definition of a distinct
hypertensive phenotype, encompassing specific pathophysiological mechanisms and,
therefore, the need for a tailored therapeutic approach. These specificities might

require a review of current arterial hypertension guidelines.

Keywords
Systemic arterial hypertension, Sodium sensitivity, Vascular endothelium, Renin-

Angiotensin-Aldosterone system, New method for the evaluation of sodium sensitivity
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III. Lista de Abreviaturas

AT Recetor de Angiotensina

AP1 Proteina ativadora 1

AQP Aquaporina

ASC Proteina adaptadora do dominio CARD associada a apoptose
ATP Trifosfato de adenosina

AVC Acidente vascular cerebral

AVP Arginina-vasopressina

bFGF Fator de crescimento de fibroblastos basico
cAMP Adenosina monofosfato ciclica

cGMP Guanosina monofosfato ciclica

c- JNK Cinase c-Jun N-terminal

COX-2 Ciclooxigenase tipo 2

CTGF Fator de crescimento do tecido conjuntivo
DAG Diacilglicerol

ECA Enzima conversora de angiotensina

ENaC Canal epitelial de sédio

eNOS Sintase de 6xido nitrico

ERK Cinase regulada por sinais extracelulares
ERO Espécies reativas de oxigénio

ET1 Endotelia 1

GAG Glicosaminoglicanos

GE Glicocalice endotelial

HIF 1 Fator de transcricao induzido pela hipdxia 1
ICAM Molécula de adesao intercelular

IkB Inibidor do fator nuclear kappa B

IL Interleucina

IP3 Inositol-1-4-5-trifosfato

KDa Quilodalton

MAPK Proteina cinase ativada por mitogénios

MCP 1 Proteina quimiotatica de mondcitos 1
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NADPH Fosfato de dinucledtico de nicotinamida e adenina

Nedd4-2 Ubiquitina ligase 3
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NF-kB Fator nuclear kappa B

NHE3 Contratransportador de Na*/H" 3

NLRP3 Proteinas com dominio de ligagdo a nucleétidos, dominio de pirina e

repeticdes ricas em Leucina

nM Nanomoles

nm Nandmetro

NO Oxido nitrico

NPV Nucleos paraventricular

NSO Nucleo supra-éptico

PA Pressado arterial

PDGF Fator de crescimento derivado das plaquetas

PIP-2 Fosfatidilinositol-4-5-bifosfato

PKA Proteina cinase A

Po Probabilidade de abertura

RM Recetor mineralocorticdide

SG-k1 Cinase regulada por soro e glucocorticéide 1

SNS Sistema nervoso simpatico

SRAA Sistema renina-angiotensina-aldosterona

TC Tensao de cisalhamento

TGF-B Fator de crescimento transformador B

Tiam 1 Proteina 1 de invasdo e inducdo de metastases do linfoma de células T
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Prevention)

pm Micrémetro

UTR Regidao ndo traduzida
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VEGF Fator de crescimento das células endoteliais

VEGFR Recetor do fator de crescimento das células endoteliais
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1. Introducao

1.1. A Sensibilidade ao S6dio e a sua Importancia

A hipertensao arterial constitui uma sindrome clinica caraterizada pela elevacao
sustida dos valores de pressdo arterial (PA) (Brouwers et al., 2021; Organization World
Health & World Health Organization, 2012; Unger et al., 2020; Williams et al., 2018). A
Organiza¢dao Mundial de Saude preconiza, para o diagndstico, valores de PA sistdlica >
140 mmHg ou de PA diastdlica 2 90 mmHg (Organization World Health & World Health
Organization, 2012; Unger et al., 2020; Williams et al., 2018). O diagnéstico requer o
registo de um perfil tensional alterado em, pelo menos, duas ocasiGes diferentes,
espacadas por um intervalo de uma semana (Unger et al., 2020). Apesar de a avaliacao
dos valores tensionais ser, habitualmente, efetuada em servicos de saude, as
guidelines atuais recomendam a confirmacdo do diagndstico através da avaliacdo da
pressdo arterial em ambulatdrio, recorrendo a aparelhos automatizados ou a métodos
de registo dos valores num periodo de vinte e quatro horas (Brouwers et al., 2021).

Esta sindrome tem etiologia multifatorial, decorrendo da interagcdo complexa e
dindmica entre multiplos fatores, genéticos, epigenéticos, bioldgicos, ambientais e
socioecondmicos (Brouwers et al., 2021; Williams & Mancia, 2018). Na maioria dos
casos, ndao se estabelece um fator ou fatores etiolégicos bem definidos e
correlacionados através de uma associacao causal, designando-se a condicdo clinica de
hipertensdao arterial essencial (Brouwers et al., 2021; Williams & Mancia, 2018).
Constitui cerca de 90% dos casos na espécie humana (Rassler, 2010). De qualquer
modo, estima-se que a contribuicdo de fatores genéticos para a génese da doenca seja
de 30 a 50% (Kurtz et al., 2017). Multiplos programas de sequenciacdo do genoma
humano e meta-andlises identificaram, pelo menos, 120 loci envolvidos na regulacdo
da pressdo arterial sistémica (Williams & Mancia, 2018). A doenca decorre,
geralmente, de polimorfismos em multiplos alelos, cujos efeitos interagem entre si,
modulando e potenciando a sua acdo, para estabelecer as carateristicas diferenciais e

Unicas que definem a condicdo de cada doente (Elijovich et al.,, 2016; Williams &

12



Nova Metodologia de Avaliagdo da Sensibilidade ao Sédio — Implicagdes Clinicas

Mancia, 2018). De fato, a doenga hipertensiva tem, em multiplos doentes,
carateristicas heterogéneas (Williams & Mancia, 2018).

A hipertensdo arterial constitui o principal fator de risco modificavel para o
estabelecimento de doencgas cardiovasculares, bem como um dos principais fatores
contributivos para a morbilidade e mortalidade, a nivel mundial (Brouwers et al., 2021;
Unger et al., 2020; Williams & Mancia, 2018). De fato, uma meta-analise desenvolvida
no ambito do estudo da carga global de doenca, de 2017, estabeleceu que a elevacao
da pressdo arterial sistolica constitui o principal fator de risco independente para a
mortalidade e anos de Vida vividos com incapacidade (Brouwers et al., 2021). De
acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude, cerca de 1,28 bilides de pessoas, a nivel
mundial, sdo hipertensas (World Health Organization, 2021). Contudo, apenas cerca de
metade destes individuos o sabe (World Health Organization, 2021). Dois tercos das
pessoas hipertensas provém de paises com um nivel socioeconémico baixo ou médio
(World Health Organization, 2021). Adicionalmente, na maioria dos doentes, nao foi
alcangado o controlo adequado da doenca (World Health Organization, 2021). Estima-
se que, em 2025, 29% da populacdo adulta do mundo, aproximadamente 1,56 biliGes
de pessoas, terdo hipertensao arterial estabelecida (Calzerra et al., 2018).

A hipertensdo arterial mal controlada estd associada a iniUmeras complicacbes
cardiovasculares e renais, entre outras (B. Zhou et al., 2021). E um dos principais
fatores de risco modificdveis no que toca a doenca cardiaca isquémica, insuficiéncia
cardiaca, acidente vascular cerebral, deméncia e doenca renal crénica (Felder et al.,
2013; B. Zhou et al., 2021). Em 2015 causou, mundialmente, 10,7 milhdes de mortes
(Mills et al.,, 2016) e 212 milhdes de anos de Vida ajustados a incapacidade
(Forouzanfar et al., 2017). Desta forma, assume elevado custo social e econdmico
(Mills et al., 2016). De fato, entre 2012 e 2013, nos Estados Unidos da América, a
doenca hipertensiva gerou custos de 109,1 bilides de délares (Mills et al., 2016).

Estabeleceu-se, na evidéncia cientifica gerada nas Uultimas décadas, uma
associacdo causal relevante entre o consumo de sal, a disrup¢dao da homeostasia de
sddio no organismo e o desenvolvimento de hipertensdo arterial (Ando & Fujita, 2012;
Balafa & Kalaitzidis, 2021; Organization World Health & World Health Organization,
2012). Designa-se a condicdo clinica caraterizada pela existéncia de uma correlacado

causal entre o consumo de uma carga de sal e o incremento decorrente dos valores
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tensionais de hipertens3o sal sensivel (Balafa & Kalaitzidis, 2021; Felder et al., 2013). E
citado, na literatura, como um fator etiopatogénico da hipertensao arterial em 30 a
50% dos casos (Balafa & Kalaitzidis, 2021).

A sensibilidade incrementada ao sédio revela-se um fator importante no que
concerne a saude global das populagbes, visto que, nas sociedades atuais, se
preconizam estilos de Vida que incluem dietas com um teor de sal muito superior ao
ideal (Balafa & Kalaitzidis, 2021).

O fendtipo sal sensivel da hipertensao arterial associa-se a fatores etiolégicos,
mecanismos e processos fisiopatoldgicos diferentes relativamente ao subtipo sal
resistente, o que se traduz numa resposta diferencial a terapéutica instituida (Elijovich
et al., 2016; Mishra et al., 2018). Desta forma, revela-se fulcral o estudo aprofundado
dos fatores causais geradores e potenciadores de sensibilidade ao sédio, e a descricao
do modo como as alteragdes e decorrentes geram 0s mecanismos e processos
patoldgicos que culminam na doenca. Assume-se como determinante o estudo dos
polimorfismos genéticos, fatores biolégicos e ambientais que conferem sensibilidade
aumentada ao sdédio, bem como o modo como a sua interacdo desencadeia os
mecanismos fisiopatoldgicos que disrompem os processos fisioldgicos essenciais para a
homeostasia do organismo, gerando doenca (Ando & Fujita, 2012).

A sensibilidade ao sédio constitui um fator de risco para morbilidade e
mortalidade cardiovascular, independente dos valores de pressao arterial e igualmente
importante (Kurtz et al, 2017; Qi et al., 2018). De fato, considera-se que a
sensibilidade ao sédio acarreta, a nivel progndstico, implicagbes tdo importantes como
os fatores de risco cardiovascular tradicionais (Kurtz et al., 2017). Predispde, ainda, ao
desenvolvimento de doenca renal, carcinoma géstrico, osteoporose e asma (Felder et
al., 2013).

Varias meta-andlises estabeleceram um papel importante de fatores genéticos
no aumento da sensibilidade ao sddio, na espécie humana (Rassler, 2010). Considera-
se que polimorfismos em genes que codificam componentes do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), como o angiotensinogénio (Balafa & Kalaitzidis,
2021; Mishra et al., 2018; Rassler, 2010), a enzima conversora de angiotensina (ECA), a
renina ou a sintase de aldosterona (Balafa & Kalaitzidis, 2021; Rassler, 2010). Este

sistema intervém na homeostasia do sodio e agua do organismo e, logo, balanco do
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fluido extracelular (Ando & Fujita, 2012; Balafa & Kalaitzidis, 2021; Rassler, 2010).
Atribui-se, também, um papel importante a regulagdo central da pressdo arterial,
ativacdo do sistema nervoso simpatico e rim (Ando & Fujita, 2012; Balafa & Kalaitzidis,
2021; Mishra et al., 2018; Rassler, 2010).

Nas sociedades ocidentais, o consumo didrio de sal estimado é de 8 a 12 g
(Organization World Health & World Health Organization, 2012). Esta quantidade
excede as recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude, que estabelece uma
dose didria de 5 g (Organization World Health & World Health Organization, 2012).
Verificou-se uma associacdo consistente, em estudos de coorte (Oberleithner et al.,
2011) e ensaios clinicos randomizados com controlo TOHP | e Il (ensaios para a
prevencao da hipertensao arterial) (Olde Engberink et al., 2017), entre o consumo de
uma dose didria superior a dose recomendada e o desenvolvimento de hipertensao
arterial, bem como aumento do risco cardiovascular (Oberleithner et al., 2011; Olde
Engberink et al, 2017). No estudo INTERSALT, um estudo epidemioldgico
estandardizado, com uma amostra ampla, de 10 079 voluntarios provenientes de 32
paises, avaliou-se o efeito do consumo de sédio, estimado a partir da excrecdo
urindria, nos valores de pressao arterial (Jeremiah Stambler, 1997). Verificou-se uma
associacao entre a reducdo da ingestdo de sédio em 100mmol por dia e decréscimo da
pressdao arterial sistélica e diastdlica médias de 7,1 e 3,8 mmHg, respetivamente
(Jeremiah Stambler, 1997).

Uma meta-analise recente, de treze estudos de coorte com duracdo igual ou
superior a quatro anos, estabeleceu uma relagao direta entre o consumo aumentado
de sddio e o risco de doencas cardiovasculares e acidente vascular cerebral (AVC)
(Organization World Health & World Health Organization, 2012). O incremento do
consumo de sal estd associado a elevacdo dos valores de pressdao arterial (Tapia-
Castillo et al., 2015), enquanto a restricdo reduz os valores tensionais (Organization
World Health & World Health Organization, 2012).

De igual modo, uma revisdo recente da Cochrane demonstrou que a restricao
de sal na dieta desencadeia a reducdo dos valores de pressao arterial, de 0,4 mmHg

em individuos normotensos, e 4 mmHg em hipertensos (Ellison & Welling, 2021).
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A relagao entre o consumo de sédio e o risco cardiovascular é representada por
uma curva que assume uma conformacdo em J; logo, ndo se estabelece uma relagao
linear entre as duas variaveis (Balafa & Kalaitzidis, 2021; Felder et al., 2013).

Estima-se que a reducdo do consumo didrio de sal para os valores
recomendados possibilitaria a prevencdo de 2,5 milhdes de mortes anualmente
(Organization World Health & World Health Organization, 2012). Nos Estados Unidos, a
reducdo do consumo didrio de sal da populacdo em 3 g, reduziria os custos de saude
anuais em 10 a 24 bilides de ddélares (Olde Engberink et al., 2015). Deste modo, a
reducdo do consumo de sal revela-se como uma meta de salde publica essencial para
a prevencdo da doenga e manutencao da saude das populagdes (Olde Engberink et al.,
2015).

Independentemente do grau de sensibilidade ao sal do doente hipertenso, a
restricdao de sal na dieta constitui um dos pilares do tratamento (Olde Engberink et al.,
2015; Takahashi et al., 2011). Demonstrou, como efeitos, a reducdo da pressao arterial
(Olde Engberink et al., 2015; Takahashi et al., 2011) e potenciacdo da ac¢do de
farmacos antihipertensores, como bloqueadores do sistema renina-angiotensina e

diuréticos (Olde Engberink et al., 2015).

1.1.1. O que é a Sensibilidade ao Sdodio

A variagdo dos valores de pressao arterial em diferentes individuos,
normotensos e hipertensos, apds a administracdo de uma dose de carga de sal, é
extremamente variavel (Ando & Fujita, 2012; Ellison & Welling, 2021; Olde Engberink
et al., 2015; Tapia-Castillo et al., 2015). Atribui-se esta variabilidade a diferencas na
sensibilidade ao sal entre pessoas, associada a efeito diferencial do sal no sistema
cardiovascular (Ando & Fujita, 2012; Ellison & Welling, 2021; Olde Engberink et al.,
2015; Tapia-Castillo et al., 2015). De acordo com a Sociedade Americana de
Cardiologia, a hipertensdo arterial sal sensivel carateriza-se pela alteracdo dos valores
de pressdo arterial concomitante a variacdo do consumo de sal (Kurtz et al., 2017).
Atualmente, ndo existe consenso no que concerne aos critérios de diagndstico de

sensibilidade ao sddio (Kurtz et al., 2017). Contudo, estima-se que cerca de 30 a 50%
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dos individuos hipertensos sejam sensiveis ao sddio, condicdo que engloba até 25%
dos normotensos (Kurtz et al., 2017).

A sensibilidade ao sal é definida como a variacdo da pressao arterial igual ou
superior a 10 mmHg quando é alterado o balang¢o de sal através de uma combinagdo

de dieta e diuréticos de ansa (Ellison & Welling, 2021).

1.1.2. Perspetiva Historica

O modelo classico de homeostasia de sal, postulado por Guyton et al., propde a
existéncia de dois compartimentos extracelulares para a distribuicdo de sddio,
intravascular e intersticial (Wenstedt et al., 2018). Defende que o ido se distribui
equitativamente em ambos os compartimentos (Wenstedt et al., 2018). Guyton et al.
defendem a existéncia de uma relacdo direta entre a composicao total do organismo
em sddio, o volume extracelular total e a pressdao arterial (Wiig et al., 2013).
Consideram que os mecanismos renais que intervém na regulacdo do fluxo-sanguineo,
da pressao hidrostatica glomerular e natriurese de pressdao asseguram o controlo da
pressao arterial a longo prazo, e a manutencdo da homeostasia (Wiig et al., 2013).

De acordo com o modelo, apds sobrecarga aguda de sal, ocorre aumento da
concentracdo plasmatica de sdédio (Hall & Hall, 2020). O aumento da osmolalidade é
detetado por quimiorecetores no hipotalamo anterior, desencadeando a sensacdo de
sede e aumento da ingestdo de agua (Olde Engberink et al., 2020), bem como a
secrecao de hormona arginina-vasopressina (AVP) pelos nucleos paraventricular (NPV)
e supra-6ptico (NSO) do hipotalamo, e a sua secrecao pela neurohipdfise na circulagao
sistémica (Bankir et al., 2017; Hall & Hall, 2020; Ogawa et al., 2018). Ao atuar nos
recetores V2 dos ductos coletores renais, a hormona desencadeia a translocacado de
transportadores aquaporina 2 (canais de dgua) para a membrana apical, aumentando a
reabsorcdo renal de agua, a favor do gradiente osmatico (Bankir et al., 2017; Hall &
Hall, 2020). Subsequentemente, aumenta o volume plasmatico e, logo, a pressao
arterial sistémica (Hall & Hall, 2020). O incremento de volume plasmatico associa-se a
elevacdo do gradiente entre a pressdo de enchimento sistémico e a pressdao na

auricula direita, potenciando o efeito de succdo gerado pelas pressGes diastodlicas
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negativas na auricula direita (Berger & Takala, 2018; Hall & Hall, 2020; Henderson et
al., 2010). Assim, aumenta o retorno venoso ao coragdo direito (Hall & Hall, 2020).
Consequentemente, aquando do retorno do sangue ao coracao esquerdo, o volume
sistélico final no ventriculo esquerdo é superior, aumentando a distensao ventricular
(Berger & Takala, 2018; Hall & Hall, 2020; Henderson et al., 2010). Proporciona-se,
assim, um alinhamento mais favoravel das miofibrilhas de actina e miosina miocardicas
para gerar forca de contracdo maxima (Hall & Hall, 2020; Monge Garcia et al., 2019).
Este efeito inotrépico desencadeia aumento do débito cardiaco, incrementando o
fluxo sanguineo renal medular através da rede capilar formada pelos vasa recta (lvy &
Bailey, 2014; Moss & Layton, 2014). Ocorre elevacdo da pressdao hidrostatica do
intersticio renal, desencadeando ativacdo de vias paracrinas e processos biofisicos que
culminam na inibicdo reabsorcdo tubular de sédio (lvy & Bailey, 2014; Moss & Layton,
2014). E, assim, potenciada a natriurese e diurese, aumentando a excrec¢do renal de
sodio e dgua (Hall & Hall, 2020; Ivy & Bailey, 2014; Moss & Layton, 2014), retornando a
valores fisioldgicos (Olde Engberink et al., 2020). Deste modo, o organismo retorna a
homeostasia prévia, alcancando valores de normotensdao (Hall & Hall, 2020; Olde
Engberink et al., 2020).

Os mecanismos que regulam a excrecdo renal, através do acoplamento entre a
ingestdo e excrecdo renal de sédio, possibilitam a manutencdo da homeostasia (Hall &
Hall, 2020). A faléncia destes processos esta, de acordo com o modelo proposto por
Guyton, na génese do desenvolvimento de hipertensdo arterial sistémica (Hall & Hall,
2020; Olde Engberink et al., 2020).

Ensaios posteriores aos desenvolvidos por Guyton et al. revelaram que o
aumento do consumo de sddio ndo se associava a elevacdao do volume de agua no
organismo, nem a aumento da excrecdo urinaria de sddio, contrariando os
pressupostos defendidos pelo modelo classico de balanco de sédio (Wenstedt et al.,
2018).

De fato, em 2000, Heer et al. demonstraram que uma dieta rica em sal ndo se
associava a incremento da composicdo total em agua (Wenstedt et al.,, 2018). Em
2002, Tietze et al. analisaram o balango eletrolitico de voluntarios saudaveis sujeitos a
condicdes de simulacdo de voo aerospacial, durante 135 dias (Wenstedt et al., 2018).

Verificaram, no final do ensaio, que o ganho de sédio suplantava o de dgua (Wenstedt
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et al., 2018). Considerou-se, entdo, a possibilidade de armazenamento ndao osmatico
de sédio (Wenstedt et al., 2018).

Rakova et al. desenharam um estudo com o propdsito de avaliar o balanco de
sédio em individuos saudaveis, que participavam num programa de simulagdo de voo
aerospacial a Marte, Mars 500 (Rakova et al., 2013). Os participantes mantiveram-se
num ambiente confinado durante o periodo do ensaio (Titze, 2014). Estabeleceram-se
dois bracos do estudo, que seguiram os voluntarios durante 105 e 520 dias,
respetivamente (Titze, 2014). As suas dietas continham quantidades de sddio
precisamente determinadas (Titze, 2014). Procedia-se a colheita da urina didria total
produzida, avaliando-se o teor de sédio excretado (Titze, 2014). Estimou-se, durante
este periodo, o consumo de 15 Kg de sal, sendo 90-95% eliminado através da urina
(Titze, 2014). Contudo, contrariamente ao postulado pelo modelo cldssico de
homeostasia do sal, a excre¢do didria de sédio raramente se equiparava ao consumo
nesse periodo (Lerchl et al.,, 2015; Titze, 2014). Verificaram-se flutua¢Oes regulares,
substanciais, da composicdio em sdédio do organismo, com periodicidade de,
aproximadamente, um més (Titze, 2014). Eram acompanhadas por flutuacbes, de
periodicidade semanal, dos valores de Aldosterona, Cortisol e Cortisona (Titze, 2014).
Os autores consideraram a existéncia de eixos neuroenddcrinos, ritmicos, que regulam
0 armazenamento e excre¢do de sédio no organismo (Lerchl et al., 2015; Titze, 2014).
As flutuagdes dos eixos hormonais introduziam uma varidvel de confundimento,
gerando um erro de estimativa de consumo de sal de até 3g por dia (Lerchl et al., 2015;
Polychronopoulou et al., 2019).

Assim, concluiu-se a ocorréncia de armazenamento e excre¢do periddica de
sédio, gerando variabilidade significativa (Rakova et al., 2013; Titze, 2014). Nao se
detetaram alteracbes mensuraveis no peso, evidenciando o desacoplamento entre o
balanco de sédio e dgua (Rakova et al., 2013; Titze, 2014). Esta variabilidade também
ndo se traduziu em alteracOes na pressao arterial sistémica (Rakova et al., 2013; Titze,
2014). Desta forma, estes resultados sugerem o armazenamento temporario de sddio
em compartimentos do organismo, de forma osmoticamente inativa (Rakova et al.,
2013; Titze, 2014).

Os resultados obtidos contrariam a nocdo da constancia da composicao do

organismo em sddio (Titze, 2014). Assumem relevancia clinica visto que, de momento,
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a quantificacao de sédio na urina de 24 horas é considerado o método gold standard

para a estimativa do consumo de sal (Titze, 2014).

1.2. Método Tradicional de Avaliacao da Sensibilidade ao Sédio

Desenvolveram-se alguns métodos de estudo da sensibilidade individual ao
sédio, utilizados no ambito de investigacao clinica (Kurtz et al., 2017). Contudo, ndo se
conhecem, ainda, métodos validados passiveis de serem utilizados na pratica clinica
(Kurtz et al., 2017).

A Sociedade Americana de Cardiologia recomenda um protocolo de curto
prazo, que decorre num periodo de duas semanas, para estudo da sensibilidade ao
sédio em contexto ambulatério (Kurtz et al., 2017).

O protocolo para avaliacdo da sensibilidade ao sédio requer a alteragao do teor
de sal consumido durante duas semanas, e posterior colheita sequencial de urina de
24 h e avaliacdo do perfil tensional (Kurtz et al.,, 2017). Durante a primeira semana,
preconiza-se o consumo de teor de sal elevado, estabelecendo uma meta diaria de
cerca de 250 milimoles (mM) de cloreto de sdédio por dia (Kurtz et al.,, 2017). Na
segunda semana, a quantidade de cloreto de sédio ingerida por dia é reduzida, para
até 50 mM por dia (Kurtz et al., 2017). As dietas prescritas a cada individuo devem ser
bem caraterizadas, devendo manter-se a monitorizacdo da compliance durante o
periodo de estudo (Kurtz et al., 2017). A Sociedade Americana de Cardiologia defende
gue a ordem de administragdo das dietas com diferente teor de cloreto de sddio pode
variar, consoante o0s objetivos do estudo implementado (Kurtz et al.,, 2017).
Preconizam-se, durante este periodo, multiplas avaliacGes do sddio excretado na urina
colhida durante 24 h, de modo a confirmar o consumo de cloreto de sédio (Kurtz et al.,
2017). Adicionalmente, devem ser efetuadas varias medicdes dos valores de pressdo
arterial através de um método com elevada reprodutibilidade (Kurtz et al., 2017).
Tendo em conta os resultados obtidos, consideram-se individuos normotensos como
sal sensiveis quando se verifica, durante o periodo de estudo, uma elevacao da pressao

arterial média igual ou superior a 3 a 5 mmHg (Kurtz et al., 2017). Para os individuos
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hipertensos, considera-se uma variagao da pressao arterial média igual ou superior a 8
a 10 mmHg (Kurtz et al., 2017).

No que toca as técnicas para avaliacdo dos valores de pressdo arterial, estdo
definidos métodos especificos (Kurtz et al., 2017). Propde-se a utilizagdo de um
esfingmomandmetro digital (Kurtz et al., 2017). Para os individuos previamente
normotensos, estabelece-se uma média de trinta avaliagbes num periodo de uma
hora, na posi¢do supina; considera-se existir sensibilidade ao sédio quando se verifica
uma elevacdo da pressao arterial média igual ou superior a 3 mmHg (Kurtz et al.,
2017). Por outro lado pode, nestes individuos, avaliar-se os valores tensionais na
posicdo sentada, efetuando-se uma média de doze registos, num periodo de uma hora
(Kurtz et al., 2017). Para os individuos previamente hipertensos, preconiza-se seis
registos em meia hora, na posicdo supina; considera-se sensibilidade ao sédio para
uma elevacdo da pressao igual ou superior a 8 mmHg (Kurtz et al., 2017).
Adicionalmente, nestes doentes, pode recorrer-se a métodos de avaliacdao de pressao
arterial num periodo de vinte e quatro horas, efetuando-se registos a cada vinte
minutos, entre as 6.00 horas e as 21.59 horas, e a cada trinta minutos durante a noite
(Kurtz et al., 2017). Neste caso, o cutoff para se considerar a existéncia de sensibilidade
ao sédio é igual ou superior a 10 mmHg (Kurtz et al., 2017).

Varios estudos nos quais foi aplicado este método para a determinagao da
sensibilidade ao sddio constataram elevada reprodutibilidade dos resultados obtidos,

superior a 90% (Kurtz et al., 2017).

1.2.1. Limitacoes da Metodologia Tradicional

O método gold standard para avaliagdo da sensibilidade ao sddio é
amplamente criticado, pois baseia-se no modelo classico de homeostasia do sal
postulado por Guyton (Titze, 2014). A sua fundamentacdo cientifica baseia-se no
pressuposto de que, para um consumo de sal fixo, num periodo de 24 horas, a
ingestdo e excrecdo de sddio sdo equitativas (Titze, 2014). Contudo, conforme
explanado neste trabalho, o modelo classico da homeostasia de sddio de Guyton, de

dois compartimentos, foi refutado pela evidéncia cientifica obtida através de multiplos
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ensaios clinicos num periodo relativamente recente (Lerchl et al., 2015; Titze, 2014;
Wenstedt et al., 2018). Adicionalmente, constatam-se, diretamente, discrepancias
consideraveis entre o consumo e a excrec¢do didria de sédio (Lerchl et al., 2015; Santos
et al., 2020; Titze, 2014; Wenstedt et al., 2018). De fato, estudos do balango de sédio a
longo prazo revelaram, para um consumo fixo de sal, variacdes entre a ingestdo e
excrecdo didrias de até 80 mmol (Olde Engberink et al., 2020). Estimou-se ser
necessaria a colheita de urina de 24 horas em 7 dias consecutivos para se conseguir
estimar o steady state do consumo de sal num dia em 24h (Olde Engberink et al.,
2020). Num estudo de coorte que seguiu 574 doentes em regime de ambulatdrio ao
longo de 17 anos, a analise dos dados relativos a multiplas colheitas de urina de 24 h
revelou, em metade dos casos, uma discrepancia superior a 34 mol entre os valores de
base e seguimento (Olde Engberink et al., 2017). Atribui-se esta variabilidade a ciclos
ritmicos infradianos da concentracao sérica de sédio desencadeados por flutuagbes de
Aldosterona e Cortisol (Lerchl et al., 2015; Olde Engberink et al., 2017). De modo
expetdvel, esta variabilidade entre as estimativas de consumo de sédio com base em
apenas uma colheita, ou estudo durante um periodo prolongado, associou-se a
diferencas substanciais nos outcomes a longo prazo (Olde Engberink et al., 2017).
Contudo, este método parece ser adequado e fidvel para estimar o consumo médio de
sédio numa amostra populacional (Olde Engberink et al., 2017).

A sensibilidade deste método é, ainda, adicionalmente comprometida pela
constante variacdo no consumo didrio de sal, medicacdo, como diuréticos, bem como
erros de colheita (Olde Engberink et al., 2020).

O método envolve um protocolo complexo e laborioso, de dificil aplicabilidade
pelos doentes na sua Vida didria (Santos et al., 2020). Por requerer, durante um
periodo de tempo longo, de duas semanas, a disponibilidade para as multiplas
avaliacbes dos valores de pressdo arterial, bem como a colheita de urina produzida
num periodo de 24h (Kurtz et al., 2017), pode exigir absentismo laboral ou profissional,
gerando, assim, custos profissionais, sociais e econdmicos (Santos et al., 2020). Estas
carateristicas do método avaliativo associam-se a reducdo da compliance dos doentes,
0 que pode introduzindo erros no cumprimento do protocolo que comprometam a
fiabilidade dos resultados obtidos (Santos et al., 2020). Deste modo, os clinicos ndo

devem guiar a sua pratica pelos resultados obtidos através deste método (Santos et
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al., 2020). Adicionalmente, a técnica é dispendiosa, criando mais custos

socioecondmicos (Santos et al., 2020).
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2. Objetivos

e Revisdao narrativa da literatura existente sobre os fatores etioldgicos da
sensibilidade ao sédio, bem como os mecanismos fisiopatoldgicos que
estabelecem a doenca hipertensiva sal sensivel.

e Fundamenta¢dao e desenvolvimento de nova metodologia para avaliagao da
sensibilidade ao sddio.

e Analise comparativa das diversas metodologias de avaliagdo da sensibilidade ao

sadio.
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3. Relevancia do tema

A area de investigacdo clinica da sensibilidade ao sddio e a sua relacdo com o
desenvolvimento de hipertensdo arterial constitui uma drea de investigacdo
relativamente recente tendo, por isso, grande potencial de exploracdo e
desenvolvimento.

Tendo em conta o aumento do risco cardiovascular, bem como de morbilidade
e mortalidade decorrentes de sensibilidade incrementada ao sédio, o desenvolvimento
de novas metodologias de avaliacdo da sensibilidade ao sédio assume inumeros
potenciais beneficios e relevancia clinica determinante. De fato, o estudo da
sensibilidade ao sddio revela-se importante para estabelecer o risco de
desenvolvimento de doencgas cronicas, e aplicacdo de medidas preventivas,
possibilitando, assim, a manutencao da saude dos individuos e reducdo da carga de
morbilidade associada as doencas crénicas, bem como da mortalidade.
Adicionalmente, tendo em conta os elevados custos decorrentes da abordagem e
tratamento de doencas crdnicas, os métodos preventivos possibilitam a poupanca de
recursos, gerando um retorno positivo para a sociedade, tanto a nivel individual como

coletivo.
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4. Metodologia

4.1. Pesquisa Bibliografica

De modo a obter evidéncia cientifica para sustentar o meu Trabalho Final de

Mestrado, recorri as bases de dados PubMed e SciELO.

Utilizei, para a pesquisa, termos MeSH, bem como pesquisa livre.

Termos MeSH pesquisados

Numero de artigos encontrados

Salt and the Endothelium, Salt effect on
the endothelial glycocalyx, Endothelial
glycocalyx and salt excess, Endothelial

cells function and salt

30 artigos

ENaC and salt sensitivity, Effect of sodium
on endothelial actin filaments, Sodium
and G-actin polimerization, Interaction
between endothelial actin and nitric
oxide synthase, ENaC effect on nitric
oxide synthase, Nitric oxide synthase and

salt

15 artigos

Sodium sensitivity and central
hypertension, Sodium sensitivity and

central sympathetic system activation

7 artigos

Angiotensin Il and salt sensitivity

18 artigos

Vasopressin and salt sensitivity

12 artigos

Aldosterone and salt sensitivity

16 artigos

Salt storage on the skin and salt

sensitivity, Salt and inflammation

14 artigos
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Termos pesquisados por pesquisa livre

Numero de artigos encontrados

Salt sensitive phenotype, Salt sensitive | 24 artigos
hypertension

Methods for salt sensitivity evaluation 6 artigos

Salt sensitivity targeted treatment 8 artigos

4.2. Sistema de Referenciacao

Utilizei o programa Mendeley como sistema de referenciagao.
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5. Resultados

5.1. Aspetos Fisiopatoldgicos Associados a Sensibilidade ao Sodio

5.1.1. Estrutura e Fung¢des do Endotélio Vascular

O endotélio vascular é o maior érgao do corpo humano, compondo a superficie
interna de todos os vasos (Wenstedt et al., 2018). E composto por aproximadamente
um trilido de células endoteliais, estendendo-se por uma area de cerca de 3000 m>
(Kriger-Genge et al., 2019). A sua espessura varia entre 0,5 micrémetros (um), nos
capilares, e 4,5 um, nas artérias de maior diametro (Wenstedt et al., 2018).

Constitui uma camada celular que cobre a superficie luminal de artérias, veias e
capilares (Kriiger-Genge et al., 2019; Lenasi, 2018; Olde Engberink et al., 2015). As
células endoteliais sdo células polarizadas, escamosas; formadas por uma superficie
apical, exposta ao plasma, e superficie basolateral, em contacto com a membrana
basal glicoproteica, secretada pelas células, a qual estdo ancoradas (Kriiger-Genge et
al., 2019). Sao finas, alongadas, com um comprimento de cerca de 30 a 50 um, e uma
largura aproximada de 10 a 30 um (Kriiger-Genge et al., 2019). Estdo orientadas
segundo o eixo do vaso, de forma a minimizar a tensdo de cisalhamento (TC) exercida
pelo fluxo sanguineo (Kriiger-Genge et al., 2019). A sua estrutura esta representada na
figura 1 (Gaudette et al., 2020).

Do ponto de vista embriondrio, as células endoteliais tém origem a partir da
mesoderme, através da diferenciacdo de hemangioblastos e angioblastos (Lenasi,
2018). Podem ainda formar-se a partir da desdiferenciacio de células
mesenquimatosas e adipdcitos (Lenasi, 2018). Contudo, células endoteliais de
diferentes tecidos podem ter diferentes caracteristicas estruturais e fenotipicas,
assumindo uma heterogeneidade consideravel (Kriiger-Genge et al., 2019; Lenasi,

2018).
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Figura 1 — Estrutura do Endotélio Vascular.

Os capilares, com uma espessura de aproximadamente 0,2 um, sdo compostos
apenas por uma camada de células endoteliais, ancoradas a uma membrana basal (80
nm) (Kriger-Genge et al., 2019; Lenasi, 2018). Os vasos de maiores dimensdes tém
uma parede vascular formada por uma camada de células endoteliais ancorada a
membrana basal, constituindo a tunica intima; células de musculo liso, que compdem
a tunica média; células perivasculares, como células mesenquimatosas, compondo a
camada adventicia (Kriiger-Genge et al., 2019; Lenasi, 2018).

O endotélio que compde os vasos pode ser continuo, fenestrado ou, como nos
capilares, descontinuo (Lenasi, 2018). Estas carateristicas afetam a permeabilidade
endotelial (Lenasi, 2018). O endotélio continuo nao fenestrado cobre os vasos que
irrigam a pele, cérebro, pulmdes e coragdo. O endotélio continuo fenestrado é

observado nos vasos de glandulas enddcrinas ou exdcrinas, mucosa intestinal e rins. O
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endotélio de tipo descontinuo compde os sinusdides do figado e medula dssea (Lenasi,
2018).

A maioria das células estdo cobertas por uma camada protetora, uma rede de
sacarideos associados a proteinas, designada glicocalice (Lenasi, 2018). A sua estrutura
é similar em diferentes tipos de células (Lenasi, 2018). A variabilidade intercelular,
reduzida, verifica-se ao nivel da sua composicao (Lenasi, 2018). O glicocdlice endotelial
(GE) recobre as células endoteliais, constituindo uma estrutura vital para a sinalizagdo
celular e regulagdo da permeabilidade transvascular (Lenasi, 2018).

O glicocalice endotelial constitui uma rede densa, intrincada, com conformacao
em escova (Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz et al., 2019) de proteoglicanos,
glicoproteinas, glicosaminoglicanos (GAG) (Olde Engberink et al., 2015; Patik et al.,
2021; Yilmaz et al., 2019) e moléculas incorporadas a partir do plasma, como a
albumina (Olde Engberink et al., 2015, 2020; Yilmaz et al., 2019). A sua composicdo é
dependente das condicOes existentes no microambiente das células endoteliais que,
por sua vez, a regulam e determinam ativamente (Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz
et al., 2019). Estima-se que o glicocalice endotelial sauddvel tenha um volume de 1,5-
1,7 L (Patik et al.,, 2021; Yilmaz et al.,, 2019). O volume é reduzido em condicdes
associadas a disrupcdo do glicocdlice, como exposicdo crénica a sal (Olde Engberink et
al., 2020; Patik et al., 2021; Yilmaz et al., 2019), hiperhomocisteinémia (Yilmaz et al.,
2019), diabetes mellitus (Olde Engberink et al., 2020; Patik et al., 2021; Yilmaz et al.,
2019), obesidade, hipertensao arterial (Patik et al., 2021) e doenca renal crénica (Olde
Engberink et al., 2020; Yilmaz et al., 2019). A figura seguinte esquematiza condicdes
associadas a disrupcdo do glicocalice endotelial (figura 2) (Rabelink & De Zeeuw, 2015).

Assume um papel essencial no que toca a manutencdo da integridade
estrutural e funcional do endotélio (Olde Engberink et al., 2015; Patik et al., 2021;
Yilmaz et al., 2019). Intervém na regulacdo da permeabilidade vascular (Oberleithner,
2012b; Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz et al., 2019), na manutencdo da
homeostasia e funcdo endoteliais, como o fendtipo, conferindo ao endotélio
propriedades antioxidantes, anti-aterogénicas e antitrombaticas (Olde Engberink et al.,

2015; Yilmaz et al., 2019).
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Figura 2 — CondicOes associadas a disrupgao do glicocalice endotelial.

E crucial para a ativacdo de vias de mecanotransducdo de sinal desencadeadas por
forcas mecanicas aplicadas sobre o endotélio (Oberleithner,2012b; Patik et al., 2021;
Yilmaz et al., 2019), que ativam vias de sinalizacdo intracelular (Oberleithner, 2012b;
Yilmaz et al.,, 2019). Desta forma, a integridade do glicocdlice é importante para a
assegurar o adequado funcionamento endotelial, a manutengao das carateristicas do
endotélio saudavel e, logo, a manutencdo da homeostasia do sistema vascular (Yilmaz
et al., 2019). E, ainda, importante para prevenir a instalacdo de processos
fisiopatoldgicos que conduzam a um estado de disfungdo endotelial e condigdes
patoldgicas decorrentes (Yilmaz et al., 2019).

Os proteoglicanos constituintes do glicocdlice endotelial sdo formados por uma

proteina, a qual se ligam covalentemente cadeias laterais de glicosaminoglicanos
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ramificados (sulfato de heparano, sulfato de condroitina, sulfato de dermatano) (Smart
& Hughes, 2021; Yilmaz et al., 2019). Os mais abundantes na superficie endotelial sdo o
glipicano-1 e o sindecano, com diferente conformacdo estrutural (Smart & Hughes,
2021; Yilmaz et al., 2019). O sindecano inclui trés dominios: citoplasmatico, associado
as proteinas do citoesqueleto intracelular; transmembranar, que mantém a ancoragem
a célula endotelial; extracelular ou ectodominio, que contém as cadeias laterais,
ramificadas, de glicosaminoglicanos (Smart & Hughes, 2021; Yilmaz et al.,, 2019). O
glipicano-1 é ancorado a membrana celular das células endoteliais através de uma
molécula de glicosilfosfatidilinositol (Smart & Hughes, 2021; Yilmaz et al., 2019). Por
outro lado, outros proteoglicanos, como os perlecanos, decorinas, versicanos,
mimecanos e biglicanos, sdo secretados pela célula endotelial, e ancorados através da
ligacdo celular as suas cadeias laterais de GAG (Yilmaz et al., 2019).

Os glicosaminoglicanos, moléculas abundantes no glicocdlice endotelial,
constituem polimeros lineares de dissacarideos (Selvarajah et al., 2018; Yilmaz et al.,
2019) unidos por ligacdes covalentes, aos quais se ligam hesoxamina e acido urdénico
ou galactose (Olde Engberink et al.,, 2015; Yilmaz et al.,, 2019). A polimerizacdo
diferencial, traduzindo-se na associacdo e repeticdo varidaveis de diferentes
mondmeros de dissacarideos, bem como as modificacdes pds-traducao, através da sua
sulfatacdo, acetilacdo ou desacetilagdo, conduz a formagdo de diferentes tipos de
glicosaminoglicanos (Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz et al., 2019). Os principais
GAG componentes do GE sdo o sulfato de heparano (50-90%), sulfato de condroitina
(Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz et al., 2019), sulfato de dermatano, sulfato de
gueratano e 4cido hialurénico (Yilmaz et al, 2019). O 4cido hialurdnico,
contrariamente aos restantes GAG, ndo se associa a proteinas na composicao de
proteoglicanos; é ancorado diretamente a membrana endotelial através do recetor
membranar CD44, uma glicoproteina (Yilmaz et al.,, 2019). Pequenas alteracdes na
composicdao do GE em GAG podem ter impacto significativo na funcao do glicocalice,
pois estas moléculas tém diversos locais de ligacdo para proteinas plasmaticas (Yilmaz
et al., 2019).

A estrutura, tamanho molecular e carga elétrica do glicocalice endotelial e os
seus componentes condicionam a permeabilidade vascular (Yilmaz et al., 2019). Os

GAG, de carga elétrica negativa, sdo importantes para a manutencao da funcdo de
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barreia do GE, repelindo proteinas de carga negativa, como a albumina, impedindo a
sua translocagao através da parede vascular (Yilmaz et al., 2019).

A composicdo do glicocalice endotelial esta sujeita a regulacdo constante e
dinamica pelas células endoteliais, consoante as condi¢des verificadas no seu
microambiente (Cosgun et al., 2020; Olde Engberink et al., 2015; Villalba et al., 2021).
Em condigdes fisioldgicas, a estrutura do GE mantém-se estavel, verificando-se,
contudo, um balanco dindmico constante entre a sintese de novo, rearranjo ou
recrutamento de moléculas do plasma, e a degradacdao dos componentes (Cosgun et
al., 2020; Villalba et al., 2021).

As glicoproteinas, outro constituinte do glicocdlice endotelial, consistem em
pequenas cadeias de sacarideos (dois a cinco monossacarideos), ligadas a acido sidlico
(Cosgun et al., 2020; Villalba et al.,, 2021) ou fucose, constituem, principalmente,
moléculas de adesdao ou componentes do sistema de coagulacao (Villalba et al., 2021).
Incluem integrinas e seletinas, importantes para a adesdo e transmigracao
leucocitarias estimuladas pela inflamagdo e, ainda, imunoglobulinas (Villalba et al.,
2021). Muitas das suas func¢des apenas sdo desempenhadas quando o glicocalice
endotelial é degradado (Cosgun et al., 2020; Villalba et al., 2021).

Os restantes componentes do glicocdlice endotelial incluem proteinas
plasmdticas como a albumina, bem como proteinas de ag¢dao anticoagulante e
fibrinolitica, como a antitrombina Il e o fator inibidor do plasminogénio tecidual,
respetivamente (Villalba et al.,, 2021). S3o importantes para a manutencdo da
estrutura e permeabilidade endotelial, bem como assegurar uma superficie
anticoagulante na interface com o sangue (Villalba et al., 2021).

Os constituintes do glicocdlice endotelial estabelecem ligacdo com as proteinas
do citoesqueleto das células endoteliais, possibilitando a existéncia de uma
interconexdo funcional e mecanica entre as duas estruturas (Cosgun et al., 2020). De
fato, constatou-se que o glicocdlice transmite sinais bioquimicos e biomecanicos
provenientes do compartimento intravascular as células endoteliais, formando uma
interface entre o sangue e a parede vascular (Cosgun et al., 2020; Schierke et al.,
2017).

Assim, considera-se um modelo funcional do glicocdlice endotelial, como uma

estrutura envolvida na mecanotransducdo de sinais mecéanicos gerados pelo fluxo
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laminar de sangue, a tensao de cisalhamento, as células endoteliais, através da ligacao
com a fina rede de actina do citoesqueleto endotelial (Oberleithner et al., 2011), 50 a
150 nanémetros abaixo da membrana apical (Cosgun et al., 2020).

O dominio citoplasmdtico dos sindecanos, por exemplo, associa-se ao
citoesqueleto cortical endotelial através de moléculas de ezrina, tubulina, sintenina,
sindesmos, dinamina e a-actinina, que possibilitam a distribuicdo das forgas mecanicas
pela célula (Cosgun et al., 2020).

A contracao cardiaca gera forgas hemodinamicas aplicadas sobre a superficie
endotelial (Oberleithner, 2012b). A forca de atrito exercida, por unidade de area do
endotélio, pelo fluxo laminar de sangue, consiste na tensado de cisalhamento (Potje et
al., 2021). Atua sob a superficie endotelial, causando deformacao pulsatil reversivel do
GE e superficie celular (Oberleithner, 2012b), conduzida ao meio intracelular endotelial
através da ativacdo de vias de mecanotransducdo de sinal (Oberleithner, 2012b; Potje
et al.,, 2021).

O processo de mecanotransdugao consiste na conversdao de sinais mecanicos,
induzidos pela tensdo de cisalhamento, em sinais bioquimicos, que atuam nas células
endoteliais (Potje et al., 2021; Villalba et al., 2021). O glicocalice endotelial é
considerado a principal estrutural do endotélio envolvida na detecdo destes estimulos
mecanicos (Potje et al., 2021). O glicocdlice endotelial, em conjunto com outros
mecanosensores endoteliais, nomeadamente, recetores acoplados a proteina G,
recetores Piezo, canais recetores de potencial transitorio, estruturas caveolares,
integrinas e adesdes focais, desencadeia a ativacdao de vias de mecanotransdugdo de
sinal, gerando uma resposta imediata a tensdo de cisalhamento, que se traduz na
ativacdo da eNOS, producdo de 6xido nitrico e consequente modulacdo do ténus
vascular (Potje et al., 2021; Villalba et al., 2021).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram a reorganizacdo do citoesqueleto
endotelial de actina sob a acdo da tensdo de cisalhamento (Villalba et al.,, 2021). O
proteoglicano sindecano-1 interage com o citoesqueleto através de residuos de
tirosina (Villalba et al., 2021). O sindecano-4, atuando sinergicamente com integrinas,
orquestra a organizagdo e rearranjo de fibras de actina, adesdo celular e

estabelecimento de pontos de contacto focais (Villalba et al., 2021). Por sua vez, o
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proteoglicano glipicano-1, medeia a ativagdao da eNOS induzida pela tensdo de
cisalhamento (Potje et al., 2021; Villalba et al., 2021).

A inativagdo do glipicano-1 bloqueia a ativagdao de eNOS em condigdes de
exposicdo a tensdo de cisalhamento pelas células endoteliais (Potje et al., 2021).
Adicionalmente, ensaios realizados recorrendo a microscopia revelaram que a
aplicagdo de tensdo sobre o proteoglicano associa-se a aumento significativo da
producdo de dxido nitrico, o que ndo se verifica em caso de aplicacdo de tensdo sobre
sindecano-1, CD44 ou 4&cido hialurénico (Potje et al., 2021). Estes resultados
demonstram que o Glipicano-1 é o principal mecanosensor para a ativacdo da sintese
de dxido nitrico induzida pela tensdo de cisalhamento, e que a via induzida pela sua
ativacdo é essencial para a manutencdo do ténus vascular (Potje et al., 2021).

A degradacdo de sulfato de heparano por hialuronidases (Potje et al., 2021;
Villalba et al., 2021) ou de residuos de acido sidlico de GAG, por neuraminidases,
(Villalba et al., 2021) altera a detecdo da tensao de cisalhamento pelo GE, reduzindo a
vasodilatacdo desencadeada pelo fluxo laminar (Potje et al., 2021; Villalba et al., 2021).
Estes resultados demonstram que a integridade dos componentes do glicocdlice
endotelial, principalmente das cadeias de sulfato de heparano, é importante para a
inducdo da eNOS e producdo de oxido nitrico (Potje et al., 2021).

Verificou-se, apds exposicao prolongada das células endoteliais a forgas de
tensdo de cisalhamento, altera¢Ges no citoesqueleto de actina, que desencadearam
redistribuicdo e restauracdo de sulfato de heparano, sindecano-1 e glipicano-1 na
superficie apical das células endoteliais (Potje et al., 2021). Desta forma, pode concluir-
se que alteracdes desencadeadas pela tensdo de cisalhamento no citoesqueleto
endotelial contribuem para a manutencao da integridade estrutural do GE (Potje et al.,
2021), como pode ser observado na figura 3 (Wang et al., 2020).

O glicocalice endotelial compde uma barreira determinante para a regulacdo da
permeabilidade vascular (Finfer et al., 2018; Oberleithner, 2012b). A sua abundancia
em GAG sulfatados, ricos em anides (de carga negativa), confere carga elétrica
negativa a camada endotelial, importante para a manutencdo da sua integridade e
funcdo de barreira (Finfer et al.,, 2018; Oberleithner, 2012b; Villalba et al., 2021).
Confere, ao endotélio, propriedades eletrostaticas que modulam a sua

permeabilidade, provocando a repulsdo de moléculas de carga similar (Finfer et al.,
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2018; Oberleithner, 2012b; Villalba et al., 2021). Deste modo, é condicionada a adesdo
de moléculas, bem como de elementos figurados do sangue, ao endotélio, com base
na sua carga elétrica (Finfer et al., 2018; Oberleithner, 2012b; Villalba et al., 2021).
Adicionalmente, as caracteristicas eletroquimicas do glicocdlice endotelial
condicionam também a permeabilidade seletiva a moléculas consoante o seu peso
molecular (Oberleithner, 2012b) (permeabilidade seletiva para peso molecular inferior
a 70 KDa) (Villalba et al., 2021) e lipofilicidade (Oberleithner, 2012b).

A lesdo do GE e perda da carga negativa da superficie endotelial decorrente,
desencadeiam extravasamento de fluido (Finfer et al.,, 2018), albumina (Smart &
Hughes, 2021), criando condi¢des que potenciam o desenvolvimento de edema
intersticial (Finfer et al., 2018).

A superficie endotelial é formada por uma camada mais interna, uma matriz
densa de proteoglicanos, glicoproteinas e GAG com estrutura em escova, de 200 a 300
nm de espessura, que forma a primeira barreia seletiva a macromoléculas (Finfer et al.,
2018). A camada externa, menos densa, estende-se alguns micrdmetros no interior do
[imen vascular. Forma uma microestrutura que facilita o movimento dos eritrécitos no
plasma (Finfer et al., 2018).

A superficie endotelial forma uma barreira a filtracdo de fluido plasmatico,
criando uma zona sub-glicocalice pobre em proteinas, mantendo-se gradientes de
pressdes coldide e osmadtica que favorecem a retencdo de fluido nos vasos (Smart &
Hughes, 2021). A pressdo oncética coldide é a principal determinante do fluxo de
fluido transcapilar (Finfer et al., 2018). Uma pequena porc¢do de fluido intersticial
retorna a circulacdo através de um pequeno numero de poros de grande dimensdo;
contudo, a principal via constitui a circulacdo linfatica (Finfer et al., 2018).

O Endotélio desempenha e intervém ativamente em inimeros processos
fisioldgicos essenciais para a manutencdo da homeostasia do sistema vascular,
regulando ativamente as condicdes no microambiente vascular local, de forma a

manter a homeostasia vascular (Lenasi, 2018; Patik et al., 2021).

36



Nova Metodologia de Avaliagdo da Sensibilidade ao Sédio —

Implicages Clinicas

4

A
HA
laminar shear stress
Glc
Glut1 HAS2
\' HAS2
/ = J' S / Endocytosis
Glc UDP-GIcA| UDP-GIcNAc| \
T HAS2
KLF2 [ — Glc-6-P —> Glc-1-P €5 UDP-Gle @
PFKFB3| - Fru-6-P —> GIcN-6-P
Fru-2,6-P,—PFK1
Fru-1,6-P,  GlcN-1-P—> GlcNAc-1-P
G3P
HAS2 mRNA|
Pyruvate N
Glycolysis | HAS2
) momm /
\ KLF2]
B
HA
disturbed
shear stress Glc
! Glut1 HAS2
|
| I l \m Translocation
| 'Q' HAS2
/ E ¢ /‘ &nm“ O
| Gle UDP-GIcA| UDP-GIcNAc]| \
l @HAS)
kel y Glc-6-P—— Glc-1-P <= UDP-Glc
| ! S Y
| L
: PFKFB3! - Fru-6-P —— GIcN-6-P
| Fru-2,6-P2—>PFK1l
I Fru-1,6-P,  GlcN-1-P— GlcNAC-1-P
|
|
|
: HAS2 mRNA
| Pyruvate / ﬁé
|
! Glycolysis | J K ! HAS2
: 2N m /
>KLF2|-——7 \KLF2 A

A

Figura 3 - Promogdo da manutengdo da integridade do glicocalice endotelial pela agdo da tensdo de

cisalhamento.
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Além de constituir uma barreira mecanica, entre o plasma e o espaco intersticial
(Lenasi, 2018; Olde Engberink et al., 2020; Patik et al., 2021) cujas carateristicas e
propriedades bioquimicas e eletrofisioldgicas determinam a permeabilidade vascular
(Lenasi, 2018), intervém na regulacdo do tonus e resisténcia vasculares (Lenasi, 2018;
Patik et al., 2021), fluxo sanguineo local, ativagdo e transmigracdo leucocitdria, adesao
e agregacdo plaquetaria, angiogénese (Kriiger-Genge et al., 2019), equilibrio
homeostdtico entre os processos de coagulagao e fibrindlise (Kriiger-Genge et al.,
2019; Patik et al., 2021). Estabelece uma relagdo dindmica com o compartimento
vascular, de forma que a sua estrutura, composi¢cdo e propriedades funcionais sao
influenciados pelas condicdes do microambiente (Lenasi, 2018). De facto, as
carateristicas morfoldgicas e funcionais das células endoteliais alteram-se consoante
sejam expostas a fluxo laminar ou turbulento (Lenasi, 2018). Uma representa¢ao das
fungdes endoteliais estd esquematizada na figura 4 (Pober & Sessa, 2007).

As condi¢bes que caraterizam o microambiente endotelial, como a tensao de
cisalhamento, fatores de crescimento, citocinas, hormonas, hipdxia, influenciam
continuamente o endotélio, que se adapta (Ricard et al.,, 2021), desencadeando
alteracgdes celulares a nivel morfogenético e epigenético; conduzindo a assuncdo das
carateristicas e propriedades mais adequadas, otimizadas para o ambiente (Campinho
et al., 2020). Em células endoteliais em cultura, observou-se que a exposicdo a tensao
de cisalhamento conduzia a alteracdo da sua forma, via reorganizacdo do
citoesqueleto, assumindo uma conformacao alongada, orientada segundo o eixo do
fluxo sanguineo (Campinho et al., 2020).

A detecdo de forgas mecanicas pelas células endoteliais pode ocorrer ao nivel
do glicocdlice, recetores membranares ou complexos juncionais (Campinho et al.,

2020).
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Figura 4 — Funcoes desempenhadas pelo endotélio no estado quiescente.

O endotélio responde a varios estimulos humorais, neurais e mecanicos
(Deanfield et al., 2007a; Patik et al., 2021; Schwartz et al.,, 2010). Regula o ténus
vascular através de varios mediadores vasoativos (Deanfield et al., 2007a; Patik et al.,
2021; Schwartz et al., 2010). A libertacdo de NO, prostaciclina, bradicinina, serotonina
(secretada por plaquetas ativadas), adenosina, VEGF (produzido em resposta a hipdxia)
e fatores hiperpolarizadores derivados do endotélio medeiam a vasodilatacao;
enquanto a secrecdo de endotelina 1, angiotensina Il e tromboxano desencadeia
vasoconstricdo (Deanfield et al., 2007a; Schwartz et al., 2010).

A exposicdo endotelial a tensdo de cisalhamento, ou a acetilcolina (Patik et al.,
2021; Schwartz et al., 2010) ativa a via de sinalizacdo intracelular mediada pelo
fosfoinositol, conduzindo ao aumento da concentragao citoplasmatica de ides ca®,
gue se ligam a calmodulina (Schwartz et al., 2010). Esta enzima ativa a eNOS (Deanfield
et al., 2007a; Schwartz et al., 2010), que catalisa a sintese de NO a partir do precursor
L-arginina (Deanfield et al., 2007a; Patik et al., 2021; Schwartz et al., 2010). O

composto vasodilatador difunde-se para as células de musculo liso adjacentes
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(Deanfield et al., 2007a; Oberleithner, 2012b; Schwartz et al., 2010), onde ativa a
enzima guanilato ciclase, aumentando os niveis intracelulares de guanosina
monofosfato ciclica (cGMP) (Deanfield et al., 2007a; Schwartz et al., 2010). A cGMP
inibe a via do fosfoinositol (Deanfield et al., 2007a; Schwartz et al., 2010) e, logo, a
libertagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico induzindo, assim, relaxamento
muscular (Deanfield et al., 2007a; Patik et al., 2021; Schwartz et al., 2010). A sintese e
secrecao endotelial de NO sdo continuamente reguladas de acordo com os estimulos
ambientais, de forma a controlar o ténus vascular, adequando-o as condigdes
verificadas no microambiente endotelial (Deanfield et al., 2007a; Schwartz et al.,
2010).

Os factores hiperpolarizadores derivados do endotélio (fatores derivados do
citocromo, péptido natriurético do tipo C) difundem-se para o musculo liso vascular,
atuando ao nivel dos canais de potdssio para induzir aumento da sua condutividade,
mediando, assim, a hiperpolarizacdo celular, e o relaxamento muscular decorrente
(Deanfield et al., 2007a). Assumem particular importancia em caso de diminuicao da
biodisponibilidade do NO, permitindo a manutencdo do ténus vasodilatador na
microcirculacdo (Deanfield et al., 2007a).

Através da determinacdo do tonus e diametro vascular, o endotélio regula o
fluxo sanguineo para os tecidos, adequando a entrega celular de oxigénio as
necessidades metabdlicas (Deanfield et al., 2007a).

No estado fisioldgico, o 6xido nitrico mantém as células endoteliais num estado
quiescente (Deanfield et al., 2007a). Através da nitrosilacdo de residuos de cisteina de
proteinas como o fator de transcricdo NF-kB, reguladores do ciclo celular, e proteinas
envolvidas na sintese de fator tecidual, reduz a sua atividade bioldgica, inibindo vias
celulares que conduzem a inflamacdo, proliferacdo celular e trombose (Deanfield et al.,
2007a). Este mediador vasodilatador limita, ainda, as reag¢Ges mitocondriais de
fosforilagcdo oxidativa (Deanfield et al., 2007a).

Tendo em conta o papel do éxido nitrico na promoc¢dao do funcionamento
endotelial fisioldgico através da inducdo de um estado de quiescéncia celular, podem
considerar-se estados de disfungdao endotelial como estados de ativagao endotelial

(Deanfield et al., 2007a).
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A disfuncdo endotelial consiste numa sindrome de desregulagdo endotelial
caraterizada pela perda das suas propriedades e carateristicas funcionais fisioldgicas
(Lenasi, 2018). Neste contexto, o endotélio assume um fendtipo vasoconstritor, pré-
oxidativo, proé-proliferativo, pré-inflamatério, pré-trombético (Lenasi, 2018). A
carateristica essencial que define o estado de disfun¢cdo endotelial consiste na
diminuicdo da sintese ou resposta endotelial a mediadores vasodilatadores, e aumento
da resposta a estimulos vasoconstritores, o que resulta num fendtipo vasoconstritor
(Lenasi, 2018). Contudo, a sindrome engloba um espetro mais amplo de propriedades
endoteliais andmalas, resultantes da disfuncdo de processos celulares, manifestando-
se como um estado pré-oxidativo, pro-proliferativo, pré-inflamatdrio e pré-trombético
(Lenasi, 2018).

Entre a miriade de mecanismos e condi¢des patoldgicas associados a disfuncdo
endotelial, incluem-se alteracdo do perfil de secrecdo de citocinas, conforme
representado na figura 5 (Pober & Sessa, 2007), stress oxidativo, hiperglicémia,
dislipidémia, hiperhomocisteinémia, resisténcia a insulina, hipertensao arterial, doenca
renal crénica, obesidade, disautonomia (Lenasi, 2018).

Tendo em conta as fungdes desempenhadas pelo sistema vascular,
vascularizacdo de tecidos e 6rgdos, suprimento de oxigénio e nutrientes e remocdo de
produtos do metabolismo celular, essenciais para a homeostasia dos 6rgdos e
organismo, pode considerar-se a disfuncdo endotelial como uma patologia sistémica,
com potencial de envolvimento multisistémico (Lenasi, 2018). A disfuncdo do
endotélio é considerada um mecanismo fulcral na sequéncia de alteragbes
fisiopatoldgicas que conduzem a maioria das doencas cardiovasculares (D. Guo et al.,
2016; Patik et al., 2021). PredispGe ao desenvolvimento de aterosclerose, hipertensao
arterial, doenca arterial periférica, enfarte agudo do miocardio, acidente vascular
cerebral, mas também um amplo espectro de outras doengas, incluindo metabdlicas
(diabetes mellitus, obesidade), inflamatdrias, reumatoldgicas, oncoldgicas e
degenerativas (D. Guo et al., 2016; Lenasi, 2018). A completa faléncia do sistema

endotelial culmina em faléncia orgéanica (D. Guo et al., 2016; Lenasi, 2018).
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Endothelial
cell

Figura 5 — Disfungao endotelial desencadeada pela a¢ao de citocinas inflamatérias.
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5.1.2. Interacdo do Sddio com o Endotélio

Ja foi demonstrado o armazenamento ndo osmodtico de sodio em diversos
tecidos, designadamente o endotélio, pele, musculo, cartilagem e osso (Olde
Engberink et al.,, 2015). A analise de tecidos através de ressonancia magnética,
utilizando *Na e 1H, demonstrou, em individuos diagnosticados com
hiperaldosteronismo e hipertensao arterial, que a acumulacdo incrementada de sédio
na pele e musculo constatada ndo se associava a retengdao comensuravel de agua (Olde
Engberink et al., 2015).

Com base em resultados de estudos in vitro recentes, é possivel considerar um
modelo bicompartimental do endotélio, que funciona como uma dupla barreira ao
sodio, impedindo o seu efluxo do espaco vascular para o intersticial (Oberleithner,
2012b).

A Dbarreira luminal constitui o glicocdlice endotelial, uma rede de
proteoglicanos, glicoproteinas, glicosaminoglicanos e albumina (incorporada a partir
do plasma), que recobre as células endoteliais, importante para a integridade
estrutural e funcao endoteliais (Oberleithner, 2012b).

Quando o endotélio é exposto a uma carga de sal, ocorre ligacdo de ides de
sédio (de carga positiva) as cargas negativas dos residuos de proteoglicanos,
glicoproteinas e glicosaminoglicanos (Oberleithner, 2012a). Deste modo, ocorre o
armazenamento temporario de ides de sédio no GE (Oberleithner, 2012a). Esta
capacidade de tamponamento depende da manutencdo da integridade do glicocalice
endotelial (Oberleithner, 2012a). Requer a existéncia de uma superficie endotelial
desenvolvida, com uma rede ampla de glicosaminoglicanos, proteoglicanos e
glicoproteinas (Oberleithner, 2012a).

Através da captacdo tempordria de ides de sédio pelo glicocdlice, é reduzido o
acesso destas particulas as células endoteliais, que compdem a segunda barreira
endotelial (Oberleithner, 2012a). A permeabilidade das células endoteliais ao sddio
depende de canais ENaC, situados na superficie celular (Oberleithner, 2012a). A
densidade destes canais na membrana apical é regulada pela concentracdo plasmatica

de sddio, aldosterona e o fator SG-k1 (cinase regulada por soro e glucocorticdide 1) (Jia
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et al., 2018). De fato, em condi¢des de exposi¢cdo crénica a doses elevadas de sal, ou
hiperativagcdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, ha aumento da expressao
endotelial de canais ENaC (Jia et al., 2018). Este aumento da quantidade de canais de
sédio, associado a disrupgao da matriz de proteoglicanos e glicosaminoglicanos do
glicocdlice, desencadeia influxo aumentado do catido nas células endoteliais
(Oberleithner, 2012a).

A cultura de células endoteliais em meios de cultura com sédio e posterior
quantificacdo do armazenamento do catido pelo endotélio permitiu estimar, em
condi¢des de cultura com reduzida concentracdo de sédio (135 milimoles/mM), um
valor de cerca de 16 nanomoles (nM)/cm? (Oberleithner, 2012b). A extrapolacao
destes resultados permite estimar a capacidade de tamponamento de sddio pelo
endotélio humano em cerca de 35 mM (Wenstedt et al., 2018). Este valor é,
provavelmente, subestimado, visto que a superficie endotelial tem um volume sete a
trinta vezes superior (Olde Engberink et al., 2015) in vivo comparativamente ao
observado em condi¢Ges in vitro (Olde Engberink et al., 2015; Wenstedt et al., 2018). A
capacidade de armazenamento do ido pela superficie endotelial reduziu, em cerca de
dois tercos, apds a exposicao da estrutura, em condi¢des ex vivo, a concentracdes
elevadas de sddio (150 mM), durante cinco dias (Oberleithner, 2012b).

O volume estimado da superficie endotelial, no endotélio saudavel, é de cerca
de 1,5 L (Olde Engberink et al., 2015). Volumes inferiores de GE foram detetados em
individuos com diagndstico de hipercolesterolémia familiar, tratada (1,1 L) e ndo
tratada (0,8 L); diabetes mellitus tipo 1 associada a normoalbumindria (0,8 L) e
microalbuminuria (0,2 L) (Olde Engberink et al., 2015). Em pacientes diabéticos de tipo
1, o volume do GE correlacionou-se inversamente ao valor de pressdo arterial (Olde
Engberink et al., 2015).

A integridade do glicocdlice é comprometida em caso de exposi¢do crénica a sal
(Olde Engberink et al., 2015; Patik et al.,, 2021; Yilmaz et al., 2019), ressuscitacdo
volémica com fluidos coldides, inflamacdo (Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz et al.,
2019), hiperglicémia, isquémia, stress oxidativo, toxinas bacterianas, heparanase, bem
como a um conjunto amplo de doengas crénicas e criticas (Olde Engberink et al., 2015;
Yilmaz et al., 2019), nomeadamente diabetes mellitus, doenca renal crénica (Olde

Engberink et al., 2015, 2020; Yilmaz et al., 2019), sépsis (Olde Engberink et al., 2015;

44



Nova Metodologia de Avaliagdo da Sensibilidade ao Sédio — Implicagdes Clinicas

Yilmaz et al.,, 2019), trauma ou queimadura grave (Milford & Reade, 2019). Estes
fatores desencadeiam a ativagdo de proteases, que clivam os constituintes endoteliais
(Milford & Reade, 2019). A lesdo endotelial estd associada a agravamento do
progndstico sendo, assim, postulavel que a reconstituicdo do glicocalice melhore o
outcome (Milford & Reade, 2019).

A maioria das condi¢cbes que desencadeiam a disrupcao do glicocalice
endotelial associa-se a aumento do volume extracelular, da pressao arterial, ou de
ambos (Olde Engberink et al., 2015). Pode depreender-se que a variabilidade detetada
entre individuos no que toca a homeostasia do sal, bem como a sensibilidade ao sal,
podem decorrer e depender da qualidade do glicocdlice endotelial (Olde Engberink et
al., 2015).

A exposi¢ao crénica do endotélio a excesso de sal estd associada a diminuigao
da espessura do GE, aumento da rigidez endotelial in vitro (Oberleithner, 2012b;
Oberleithner et al., 2011), bem como a desenvolvimento de hipertensao arterial in vivo
(Oberleithner et al., 2011). Esta exposicdo desencadeia alteracdes endoteliais
consideradas como os eventos primordiais na fisiopatologia da hipertensdo arterial e
outras doencas cardiovasculares (Oberleithner et al., 2011).

A disrupcdo do GE compromete, ndo apenas a sua funcao de barreira entre o
sangue e as células endoteliais e espago subendotelial, mas também a sua capacidade
de armazenamento temporadrio de sédio (Oberleithner, 2012b; Wenstedt et al., 2018).

Postulou-se que a disrupcdo do glicocdlice endotelial € um evento importante
na sequéncia de alteragdes fisiopatoldogicas que desencadeiam rigidez endotelial
(Oberleithner et al., 2011). De forma a comprovar esta hipotese, Oberleithner et al.
expuseram células endoteliais humanas de artérias umbilicais a uma concentracao de
sédio de 150 mM, durante cinco dias (Oberleithner et al.,, 2011). Analisaram a
espessura e rigidez das células endoteliais através de um nanosensor mecanico,
associado a um microscopio de forca atémica (Oberleithner et al., 2011). Detetaram
gue, perante um aumento da concentracdo extracelular de sédio, de 135 para 150
mM, ocorria uma reducdo 50% na espessura do glicocdlice endotelial, e um aumento
de 130% da rigidez endotelial (Oberleithner et al., 2011). Adicionalmente, através da
analise quantitativa da composicao do glicocdlice, constatou-se uma redugao de 68%

ao nivel da concentracdo de residuos de sulfato de heparano, o que conduziu a
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disrupc¢ado, degradacdo e colapso do glicocalice (Oberleithner et al., 2011). Depreende-
se, da analise dos resultados obtidos, que a sobrecarga de sdédio causa degradagdo do
GE (Oberleithner et al., 2011; Patik et al., 2021).

A rigidez endotelial e degradacdao do glicocdlice endotelial induzidas por
exposicdo celular a elevada concentracdo de sddio sdo inibidas por antagonistas da
Aldosterona (Oberleithner, 2012b; Oberleithner et al., 2011).

A administracdo de heparanase ao meio de células endoteliais de artérias
humanas ex vivo, durante 1 semana, causou perda de sulfato de heparano, e
desintegracdo de GE (Oberleithner et al.,, 2011). Pode concluir-se que os
glicosaminoglicanos de sulfato de heparano contribuem para a estabilidade estrutural
do endotélio, que sofre colapso subsequentemente a degradacdo destes constituintes
(Oberleithner et al., 2011).

De modo a analisar a capacidade de armazenamento de sddio pelo glicocalice
endotelial, Oberleithner et al. desenvolveu-se outro ensaio. Colocaram-se células
endoteliais humanas, durante uma semana, em trés diferentes meios de cultura:
reduzida concentracdo de sddio; concentracdo elevada de sédio; concentracdo elevada
de sddio + Espironolactona (Oberleithner et al., 2011). Subsequentemente, as células
endoteliais foram expostas a heparanase durante 60 minutos, tendo-se,
posteriormente, medido a concentracdo de sédio no sobrenadante (Oberleithner et
al., 2011). Registou-se um aumento da quantidade de sédio no meio sobrenadante das
células endoteliais colocadas em condicdes de reduzida quantidade de sédio
(Oberleithner et al., 2011). Contrariamente, para as células colocadas num meio rico
em sodio, verificou-se ndo ocorrer libertacdo de sdédio para o meio apds exposicdo a
heparanase; constatou-se um aumento da concentracdo intracelular do ido. Isto ndo se
verifica quando em caso de adicdo de Espironolactona ao meio de cultura
(Oberleithner et al., 2011).

A aldosterona aumenta a sensibilidade das células endoteliais a concentracoes
plasmdticas de sddio elevadas através da inser¢cdo de canais ENaC na membrana
celular, o que aumenta o influxo celular de sddio, causando disrupcdo do
funcionamento celular (Oberleithner et al., 2011).

Verificou-se que o influxo excessivo de sédio nas células endoteliais estabiliza

as fibras de actina, do citoesqueleto intracelular, na conformacdo F-actina; causando a
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remodelagdo do citoesqueleto associado a rigidez do cértex endotelial (Fels et al.,
2012). Esta conformacgdo inibe a ativacdo da sintase de oéxido nitrico endotelial,
diminuindo a sintese de oxido nitrico (NO) e, assim, a vasodilatacdo endotelial;
desencadeia aumento da rigidez celular e, assim, endotelial (Fels et al., 2012).

Associa-se, assim, a um estado de disfuncdo endotelial, caraterizado por
diminuicdo da sintese de substancias vasodilatadores ou da resposta a estimulos
promotores de vasodilatacdo, a aquisicdo de um fendtipo vasoconstritor (Deanfield et
al., 2007b; Rassler, 2010), aumento da adesdo leucocitaria a parede vascular, e um
fenétipo endotelial pro-trombético, proliferativo e oxidante (Deanfield et al., 2007b).

O fluxo laminar de sangue, a tensdo de cisalhamento, causa deformacao do
glicocdlice e células endoteliais, e ativacdo de vias de mecanotransducdo que
culminam no aumento da sintese de dxido nitrico (Cosgun et al., 2020; Girdo-Silva et
al., 2021; Oberleithner, 2012b; Olde Engberink et al., 2015; Su et al.,, 2003) e
substancias antioxidantes, inibicdo da proliferacdo endotelial, da adesdo e ativacao
plaquetarias, promovendo a manutenc¢do da estrutura e funcionalidade do endotélio
(Oberleithner,  2012b).  Verifica-se um aumento e redistribuicio de
glicosaminoglicanos, proteoglicanos no glicocalice estimulado pelo fluxo laminar,
contribuindo para a manutencdo da integridade da barreira endotelial (Oberleithner,
2012b). A rigidez endotelial, pelo contrario, reduz a deformabilidade das células
endoteliais, diminuindo a ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular referidas,
promovendo um fendtipo de disfuncdo endotelial (Oberleithner, 2012b).

A enzima sintase de dxido nitrico endotelial esta localizada na face interna da
membrana plasmatica endotelial, a uma distancia nanométrica da rede de filamentos
de actina do citoesqueleto (Fels et al., 2012). A associacdo da enzima a actina globular
(G-actina) desencadeia um aumento da sua atividade; verifica-se o oposto quando
ocorre associacdo a F-actina (Fels et al., 2012).

Diferentes estimulos ambientais podem desencadear polimerizacdo ou
despolimerizacdo das fibras de actina cortical, o que permite a rdpida modulacdo da
atividade da eNOS (Fels et al., 2012). A conformacado F-actina confere ao cértex celular
uma consisténcia tipo gel, mais rigida (Fels et al., 2012). Uma conformacao globular (G-
actina), associada a despolimerizacdo fibrilar, diminui a rigidez celular (Fels et al.,

2012). A associacdo de G-actina a eNOS aumenta a sua atividade, causando sintese
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aumentada de NO que, ao atuar sobre o musculo liso vascular, desencadeia
vasodilatacao (Fels et al., 2012).

Os autores propdem um modelo de regulacdo do didmetro vascular
determinado pela conformagdao do citoesqueleto de actina endotelial (Fels et al.,
2012). A agdo do stress de cisalhamento do fluxo laminar sobre as células endoteliais
desencadearia, através de ativacdo de vias de sinalizagdo intracelular, a
despolimerizacdo das fibras de actina, assumindo uma conformacdo globular (Fels et
al., 2012). Ocorreria um aumento da sintese de NO e, logo, vasodilata¢do, associada a
diminuicdo da pressdo arterial (Fels et al., 2012). Contrariamente, a diminuicdo da
pressdao arterial reduziria a tensdo de cisalhamento aplicada sobre as células
endoteliais (Fels et al., 2012). Ocorreria, tendencialmente, a polimerizacdo das fibras
de actina corticais, assumindo uma conformacdo F-actina, inibindo a ativacao da eNOS.
A vasoconstricdo decorrente permitiria restabelecer o valor de pressao arterial,
aumentando a pressao de perfusao tecidual (Fels et al., 2012).

A regulacdo pods-transcripcional da expressao endotelial da sintase de 6xido
nitrico € um mecanismo através do qual as células endoteliais respondem a vdrios
estimulos fisiolégicos e fisiopatolégicos (Searles et al., 2004). Postula-se que o
transporte de RNA mensageiro (mRNA) de eNOS mediado por actina, e a sua
decorrente localizacdo celular (ligado a actina ou livre no citoplasma), determine a
estabilidade do produto de transcricdo (Searles, 2006). C. Searles et. al. identificaram a
actina monomérica (G-actina) como o principal constituinte de uma
ribonucleoproteina de 51kDa, que se liga a regidao 3’"UTR do mRNA da eNOS, alterando
a estabilidade do mRNA (Searles et al., 2004). Estabelece-se, assim, uma relacdo entre
a conformacdo do citoesqueleto e a regulacdo pds-transcripcional da eNOS (Searles et
al., 2004).

Desta forma, o papel do endotélio no que concerne a interagdo com o sddio e a
regulacdo do efeito do ido na variacdo da pressdo arterial parece incluir: 1)
constituicdo de uma estrutura, diretamente em contacto com o sangue, que forme um
reservatoério de sédio, intervindo no tamponamento e armazenamento de sddio de
forma osmoticamente inativa; 2) assegurar a sintese de dxido nitrico, mantendo o

fendtipo endotelial vasodilatador; e 3) estabelecimento de uma barreira que impeca o
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movimento de sddio e células inflamatdrias para o espaco intersticial e pele (Wenstedt

et al., 2018).
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5.1.3. Modelo de interacdo entre o Sédio e o Endotélio

Pode postular-se um modelo de interacdo do sddio pelo organismo humano,
com intervencdo endotelial e renal, tendo em conta as carateristicas e propriedades do
endotélio (Oberleithner, 2012b).

Num individuo com uma dieta pobre em sal, com um glicocdlice endotelial bem
desenvolvido, denso, rico em residuos de proteoglicanos e glicosaminoglicanos com
carga negativa, bem como com densidade reduzida de canais ENaC na superficie apical
das células endoteliais, ocorre, apds consumo de sal, elevacdo plasmatica da
concentracdo de sddio, alterando-se as condi¢cdes as quais o endotélio é exposto
(Oberleithner, 2012b). O glicocalice endotelial desenvolvido tem elevada capacidade
de tamponamento do catido, através do seu armazenamento de forma osmoticamente
inativa (Oberleithner, 2012b). Aliado a reduzida expressdao endotelial de ENaC, estas
condicGes do endotélio possibilitam a retencdo temporaria do ido nesta estrutura,
impedindo o seu acesso as células endoteliais e espaco intersticial vascular
(Oberleithner, 2012b). Subsequentemente, apds libertacdo gradual do ido pelo
endotélio, o excesso de sddio é eliminado pelos rins, alcancando-se a homeostasia
(Oberleithner, 2012b).

Contrariamente, num individuo cuja dieta contenha elevado teor de sal, as
condicbes do endotélio sdo marcadamente diferentes. Constata-se disrup¢cdao do
glicocdlice endotelial, com reducdo da sua espessura e composi¢cdo em residuos de
sulfato de heparano, principal componente da estrutura, importante para assegurar a
sua integridade estrutural (Oberleithner, 2012b). Por outro lado, a exposicdo crdénica a
sodio pelas células endoteliais causa aumento da expressdao de canais ENaC na
membrana apical (Oberleithner, 2012b). Deste modo, em caso de aumento da
concentracdo de sédio no sangue, nao se verifica capacidade de tamponamento do
catido pela superficie endotelial que tem, assim, acesso aumentado as células
endoteliais e espaco extracelular (Oberleithner, 2012b). Associa-se as moléculas de
carga negativa da matriz extracelular, onde se acumula (Oberleithner, 2012b).
Adicionalmente, a densidade elevada de ENaC causa influxo aumentado de ido nas
células; aqui, desencadeia alteracdes no citoesqueleto celular, estabilizando as fibras

de actina numa conformacdo que confere rigidez ao cortex celular (Oberleithner,
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2012b). O aumento de rigidez endotelial, por sua vez, associa-se a menor sintese de
oxido nitrico, promovendo um fendtipo endotelial vasoconstritor (Oberleithner,
2012b).

Independentemente do grau de sensibilidade ao sal do doente hipertenso, a
restricdo de sal na dieta constitui um dos pilares do tratamento (Olde Engberink et al.,
2015). Demonstrou, como efeitos, a redugdo da pressao arterial e potencia¢ao da agao
de farmacos antihipertensores, como bloqueadores do sistema renina-angiotensina e
diuréticos (Olde Engberink et al., 2015).

Um novo método de tratamento de doencas cardiovasculares, em fase
experimental, pretende preservar e restaurar o glicocalice endotelial. Testou-se uma
mistura altamente purificada de constituintes do glicocalice, Sulodexide, composto por
80% de glicosaminoglicanos de sulfato de heparano e 20% de sulfato de dermatano
(Olde Engberink et al., 2015). O farmaco, de administracdo oral, tem um perfil
farmacocinético favoravel, caracterizado por elevada biodisponibilidade e longa semi-
vida (Olde Engberink et al., 2015). Em estudos em doentes diabéticos de tipo 2, o
composto Sulodexide desencadeou restauracdo da espessura do GE (Olde Engberink et
al., 2020), bem como diminuicdo do grau de albuminuria (Olde Engberink et al., 2015).

Olde Engberinke et al. desenvolveram uma meta-andlise de 8 estudos
controlados com placebo, 7 dos quais duplamente cegos, que incluiram 3019
voluntarios. Verificou-se uma reducdo significativa da pressdo arterial sistémica
decorrente de terapéutica com Sulodexide. Constatou-se este efeito mesmo nos
pacientes com valores de pressdo arterial controlados (PA <140/90 mmHg) por
terapéutica com inibidores do sistema renina-angiotensina na dose maxima tolerada.
Em pacientes hipertensos, com um perfil tensional mal controlado, observou-se
reducdo dos valores tensionais, de 10 mmHg para a PA sistdlica e 5 mmHg de PA
diastédlica, similar a gerada pelo tratamento farmacoldgico antihipertensor (Olde

Engberink et al., 2020).
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5.1.4. O Papel do Canal ENaC na Interacao entre o Sddio e o Endotélio

O canal epitelial de sddio, ENaC, clonado por Canessa et al. em 1994 (Canessa
et al., 1994; Pitzer et al., 2020), é um canal idnico transportador de sddio,
constitutivamente ativo, independente da voltagem (Pitzer et al., 2020; Schénberger et
al., 2014) pertencente a familia ENaC/Degenerina (Baldin et al., 2020; Knoepp et al.,
2020; Pitzer et al., 2020; Schonberger et al., 2014). Tem estrutura tridimensional homo
ou hetero-trimérica (Baldin et al., 2020; Kellenberger & Schild, 2002; Pitzer et al., 2020;
Schonberger et al.,, 2014) sendo constituido pelas subunidades o, B, Y e/ou &
(Kellenberger & Schild, 2002; Pitzer et al., 2020; Reading, 2009; Schonberger et al.,
2014). Contém dois dominios intracelulares, N e C-terminal, que estabelecem ligacdo
ao citoesqueleto intracelular; duas regiées transmembranares; e um longo dominio
extracelular, que inclui cinco regides (“palm,” “ball,” “finger,” “thumb,” e “knuckle”),
rico em residuos de cisteina, ancorado a matriz extracelular (Baldin et al., 2020; Bhalla
& Hallows, 2008; Kellenberger & Schild, 2002; Kleyman et al., 2009; Kusche-Vihrog et
al., 2008; Schonberger et al., 2014). E composto por cerca de 550 a 950 aminodcidos,
com um peso molecular de 80 a 95 kDa (Bhalla & Hallows, 2008).

Os canais iénicos da familia ENaC/Degenerina sdo canais independentes da
voltagem, de estrutura homo ou hetero-trimérica, inibidos pela Amilorida, Benzamil e
Fenamil (Pitzer et al., 2020). Compdem um recetor mecanosensivel, envolvido na
conversdao de sinais mecadnicos em sinais intracelulares (Baldin et al.,, 2020;
Kellenberger & Schild, 2002). Sdo principalmente expressos no pulmao, rim e vasos
(Pitzer et al., 2020).

Nos Vertebrados, o canal ENaC é expresso em tecidos epiteliais do rim,
pulmdes e célon e ndo epiteliais, como as células endoteliais e musculo liso vascular
(Baldin et al., 2020).

Através de ensaios de imunofluorescéncia, demonstrou-se a transcricdo de
mRNA, bem como a sintese proteica das quatro subunidades do canal ENaC, o, B, 6, e
y, nas células endoteliais de ratinhos (Pitzer et al., 2020).

O canal ENaC candnico é heterotrimérico, constituido por trés subunidades

homologas: afy ou 6By (Pitzer et al., 2020; Wichmann et al., 2018).
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Canessa et al. demonstraram, em odcitos de Xenopus laevis, ser necessaria a
co-expressao das subunidades a, B e y para se formar um canal com atividade maxima
(Canessa et al., 1994; Kellenberger & Schild, 2002; Pitzer et al., 2020; Staruschenko et
al., 2005). A expressdao de uma Unica subunidade, formando um canal homotrimérico;
ou a co-expressdao de duas subunidades, compondo um canal heterotrimérico,
associou-se a formag¢do de um canal com atividade reduzida (Pitzer et al., 2020).

A sua atividade é regulada através de dois mecanismos principais: a regulacao
do numero de canais na membrana celular (sintese ou translocacao do canal para a
membrana); modulacdo do Po (probabilidade de abertura) do canal e, logo, da sua
condutividade ao sédio (Kleyman et al., 2009) complexo de Golgi ou membrana celular
(Bhalla & Hallows, 2008; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014).

A modulagdao do tempo de abertura ou condutividade do canal ENaC ao sédio
constitui um mecanismo mais rdpido de modulacdo celular da sua atividade (Kusche-
Vihrog, Jeggle, et al., 2014; Wichmann et al., 2018). Decorre da clivagem proteolitica
das porgdes extracelulares das subunidades a ou y no complexo de Golgi ou
membrana celular (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014; Wichmann et al., 2018). Através
da clivagem de residuos dos dominios extracelulares das subunidades a ou Y por furina
(Bhalla & Hallows, 2008), prostasina, CAP2, plasmina, matriptase, calicreina e elastase
(Kleyman et al., 2009) ocorre a excisdo de péptidos inibitérios, conduzindo ao aumento
do Po do canal (Bhalla & Hallows, 2008; Kleyman et al., 2009).

A alteragdo do numero de canais na membrana decorre de forma mais lenta.
Ocorre em resposta a hormonas ou péptidos, como a aldosterona (Bhalla & Hallows,
2008; Kusche-Vihrog et al., 2008; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014; Pitzer et al,,
2020), SG-k1 (Kusche-Vihrog et al., 2008; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014; Pitzer et
al., 2020; Tsilosani et al., 2022), angiotensina Il (Pitzer et al., 2020), vasopressina e
insulina (Bhalla & Hallows, 2008; Kusche-Vihrog et al., 2008; Pitzer et al., 2020). Estes
fatores reguladores causam alteracdo da expressdo génica ou translocacdo de
proteinas ENaC do citosol para a membrana, e, logo, da densidade do canal na
membrana celular apical (Bhalla & Hallows, 2008; Kusche-Vihrog et al., 2008; Pitzer et
al., 2020).

A quantidade de canais ENaC na membrana depende do balango entre a sua

insercdo e remocdo (Kellenberger & Schild, 2002; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014).
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Os dominios C-terminal das trés subunidades do canal contém motivos ricos em
prolina (Kellenberger & Schild, 2002; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014), que
interagem com a Ubiquitina ligase 3 (Nedd4-2) (Bhalla & Hallows, 2008; Kellenberger &
Schild, 2002; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Esta enzima catalisa a ubiquitinizacao
do canal, desencadeando a sua endocitose e degradacdo em proteossomas citosdlicos
(Bhalla & Hallows, 2008; Kellenberger & Schild, 2002; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al.,
2014).

O incremento de sddio plasmatico ou aldosterona estimulam a expressao de
SG-k1 (Jia et al., 2016; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014; Pitzer et al., 2020). A enzima
fosforila a ubiquitina ligase 3 (Nedd4-2), inativando-a (através de ligacdo a proteina 14-
3-3, que inibe a interacdo entre a enzima Nedd4-2 e o canal ENaC) (Jia et al., 2016;
Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014; Pitzer et al., 2020). Consequentemente, diminui a
ubiquitinizacdao de canais ENaC e, logo, a sua remogdao da membrana celular. Deste
modo, a hiperativagao do eixo renina-angiotensina-aldosterona esta associada a um
aumento da densidade de ENaC membranar nas células endoteliais (Jia et al., 2016;
Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014, Pitzer et al., 2020).

Considera-se que os canais da familia ENaC/Degenerina formam um complexo
mecanorecetor (Knoepp et al., 2020). O principio “force from filaments” postula um
mecanismo de mecanotransducao decorrente da ativacdo de canais idnicos
mecanosensiveis (Knoepp et al., 2020). A aplicacdo de forcas mecéanicas causa
deformacdo de filamentos intracelulares, como a espectrina ou anquirina, ou
extracelulares, que ancoram o canal ao citoesqueleto ou matriz extracelular,
respetivamente (Knoepp et al., 2020). A deformacdo é transmitida, sob a forma de
forca mecanica, ao canal, causando a sua alteracao conformacional e, logo, modulacao
da sua atividade (Knoepp et al., 2020).

O canal ENaC, através do dominio extracelular, ancorado a matriz, deteta forcas
mecanicas exercidas no meio extracelular, que, transmitidas através de moléculas de
adesdo, que fixam o canal a matriz extracelular, conduzem a alteracdo conformacional
do canal, e ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular (Bhalla & Hallows, 2008; Knoepp
et al., 2020). Assim, o canal converte estimulos mecanicos, que atuam no meio
ambiente, num sinal intracelular, culminando na alteracdo da atividade celular (Bhalla

& Hallows, 2008; Knoepp et al., 2020).
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A atividade do canal ENaC endotelial ¢ modulada pela tensdo de cisalhamento
exercida pelo fluxo laminar de sangue (Baldin et al., 2020; D. Guo et al., 2016; Olde
Engberink et al., 2015), que conduz ao aumento do Po do canal (Bhalla & Hallows,
2008).

O fluxo laminar, ao atuar sobre as células endoteliais, exerce uma tensdo de
cisalhamento, que deforma ritmicamente componentes do glicocalice e endotélio
(Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Esta deformacdo, detetada pelo canal ENaC, ativa
vias de mecanotransdug¢do de sinal, culminando aumento da atividade da enzima
eNOS, e, logo, da sintese endotelial de éxido nitrico (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al.,
2014). Desta forma, hd um acoplamento entre a tensao de cisalhamento exercida pelo
fluxo laminar e a vasodilatagao desencadeada (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014).

As subunidades B e y do canal ENaC parecem desempenhar um efeito
modulador da ativacdo do canal pela tensao de cisalhamento (Pitzer et al., 2020). A co-
expressao da subunidade B com as subunidades a, & ou y associou-se,
consistentemente, a redugdo da ativagdo do canal pela tensdo de cisalhamento (Pitzer
et al, 2020). Contrariamente, a subunidade y, quando co-expressa com as
subunidades a ou 6, exerce um efeito modulador positivo, aumentando a ativa¢do do
canal (Pitzer et al., 2020).

Ensaios de Mazzochi et al. revelaram que a remoc¢ao do dominio C-terminal do
ENaC, com locais de ligacdo para a F-actina, comprometeu a ativacdo do canal em
resposta a tensdo de cisalhamento (Pitzer et al., 2020). O mesmo foi observado em
ensaios em que foram introduzidas muta¢des no dominio extracelular do canal,
depreendendo-se que a ligacdo a matriz extracelular é essencial para o processo de
mecanotransducdo (Pitzer et al., 2020).

Considera-se que moléculas N-glicanos, ligadas aos residuos de asparagina
glicosilada dos dominios extracelulares do recetor, estabelecendo a sua ancoragem a
matriz extracelular, sdo fundamentais para a detecdo das forcas mecanicas exercidas
no meio extracelular (Knoepp et al., 2020). De modo a avaliar a sua relevancia para a
ativacdo do canal pela tensdo de cisalhamento, Knoepp et al. substituiram, no dominio
extracelular da subunidade a, residuos de asparagina por alanina, que nao se ligam a
N-glicanos (Knoepp et al., 2020). A remocdo dos residuos de asparagina nos dominios

“palm” ou “knuckle” do canal causou reducdo de 40% nas correntes desencadeadas
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pela tensdao de cisalhamento (Knoepp et al., 2020). A eliminagdo simultanea dos
residuos em ambos os dominios revelou efeitos aditivos na disrupgao da resposta a
tensdo de cisalhamento (Knoepp et al., 2020). Adicionalmente, a remocao exclusiva de
moléculas de N-glicanos associou-se a redug¢dao da resposta avaliada (Knoepp et al.,
2020). Estes resultados evidenciam o papel do glicocalice endotelial na ativacdo do
canal ENaC induzida pela tensao de cisalhamento (Knoepp et al., 2020).

O aumento do numero de ENaC na membrana apical de células endoteliais
causa aumento da permeabilidade endotelial ao sddio (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al.,
2014; Olde Engberink et al., 2015). O excesso de sddio intracelular gera alteracdes no
citoesqueleto cortical, uma rede de fibras de actina no citoplasma, a 50-100 nm abaixo
da membrana plasmatica apical (Kusche-Vihrog et al., 2015; Kusche-Vihrog, Jeggle, et
al., 2014; Olde Engberink et al., 2015). Desencadeia a polimerizacdo das fibras de
actina, e subsequente altera¢ao da sua conformacao da forma G-actina para F-actina,
gue confere maior rigidez ao cértex celular (Kusche-Vihrog et al., 2015; Kusche-Vihrog,
Jeggle, et al., 2014), conforme representado na figura 6 (Kusche-Vihrog, Tarjus, et al.,
2014).

A deleg¢do da subunidade a do ENaC conduz a redugdo da rigidez do cértex
celular endotelial. Constata-se o mesmo efeito apds bloqueio do canal ENaC por
Amilorida (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014).

Verifica-se um acoplamento estreito entre a rigidez do cortex endotelial e a
sintese de 6xido nitrico (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). De fato, um cortex com
reduzida rigidez é facilmente deformavel pela coluna de sangue, logo, a aplicacao da
tensdo de cisalhamento sob o endotélio, pelo fluxo laminar, causa o incremento da
producdo de Oxido nitrico (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Contrariamente, o
aumento da rigidez endotelial reduz a deformabilidade celular, diminuindo a ativacdo
das vias de mecanotransducdao normalmente ativadas pela acao do fluxo laminar sobre
o endotélio (Kusche-Vihrog et al., 2015; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Assim, ha
uma reducdo da inducdo da eNOS e da producdo endotelial de dxido nitrico (Kusche-
Vihrog et al., 2015; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Desta forma, o aumento do
influxo endotelial de sdédio culmina no aumento da rigidez celular, conduzindo a uma

alteracdo no ténus vascular (Olde Engberink et al., 2015).

56



Nova Metodologia de Avaliagdo da Sensibilidade ao Sédio — Implicagdes Clinicas

~_~_ Bloodflow __~—

PI3K | Akt

i Plasma membrane @ Endothelial NO synthase
Gene expression T =
gmecce Cortical actin web Epithelial Na* channel

% Glycocalyx <7 Nucleus

Figura 6 - Papel do ENaC na determinagao das propriedades mecanicas do cértex celular.

Estudos em humanos revelaram que a restricdo de sal na dieta se associava a
aumento da biodisponibilidade do dxido nitrico e melhoria da funcdo endotelial a nivel
micro e macrovascular (Olde Engberink et al., 2015).

Através da regulacdo da densidade apical de ENaC, o endotélio modula a
ativacdo da enzima eNOS, possibilitando um ajuste flexivel a alteracbes da
concentracdo plasmatica de sédio (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al.,, 2014). Os autores
postulam que o ajuste da permeabilidade da superficie endotelial ao sdédio assegura a
manutencdo do ténus vascular (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Em caso de
hipovolémia por perda de fluido, ocorre hemoconcentracao, elevando a concentragao
plasmatica de sddio (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Logo, aumenta a expressado
de ENaC na superficie apical das células endoteliais, aumentando a permeabilidade

celular ao sddio, e o seu influxo celular (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). O
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incremento da quantidade de sddio no citosol causa polimerizagao das fibras de actina
do cértex celular, alterando a sua conformagdo, de G-actina para F-actina (Kusche-
Vihrog et al., 2015; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Esta conformacdo confere
rigidez ao cortex celular e reduz a ativagdo da eNOS e, logo, a sintese de NO (Kusche-
Vihrog et al., 2015; Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Ocorre vasoconstri¢do,
aumento da resisténcia vascular e, assim, da pressao arterial (Kusche-Vihrog, Jeggle, et
al., 2014). Este mecanismo permitiria restabelecer a normotensdo em caso de
hipovolémia, perda de volume circulante, revelando-se como um processo adaptativo
neste contexto, preservador da homeostasia (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014).
Contrariamente, a exposicdo do endotélio a concentra¢des elevadas de sédio
ou hiperaldosteronismo crénicos associam-se a sobreexpressao mantida do canal ENaC
(Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). A decorrente permeabilidade endotelial
aumentada ao catido desencadeia alteracOes fisiopatolégicas caracterizadas por
rigidez endotelial e vasoconstricdo cronicas (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al.,, 2014).
Ocorre lesdo vascular, conduzindo a alteracdao das carateristicas e propriedades do
endotélio, que assume um fendtipo disfuncional, caraterizado por vasoconstricdo,
producdao de compostos oxidantes, promocgdao da proliferacao celular, adesdo e
transmigracdo de células inflamatérias (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). O
endotélio adquire propriedades patoldgicas, culminando no estabelecimento de
doenca hipertensiva arterial créonica (Kusche-Vihrog, Jeggle, et al., 2014). Perante este
cenario, os farmacos antagonistas da aldosterona e bloqueadores do canal ENaC
assumem relevancia clinica no tratamento e controlo da hipertensdo arterial (Kusche-

Vihrog, Jeggle, et al., 2014).
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5.1.5. O papel do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona na Hipertensao

Arterial Sal Sensivel

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) constitui um regulador
essencial da homeostasia de sédio no organismo, volume de fluido extracelular,
resisténcia vascular e, consequentemente, de pressao arterial (Ando & Fujita, 2012;
Balafa & Kalaitzidis, 2021; Rassler, 2010). A sua inducdo desencadeia mecanismos que
culminam na retencdo e conservacdao de sodio e dgua (Sparks et al., 2014). A sua
ativacdo andmala, contudo, contribui para o estabelecimento de doengas como
hipertensao arterial, hipertrofia ventricular, insuficiéncia cardiaca (Sparks et al., 2014)

e doenca renal crénica.

5.1.5.1. Angiotensina Il

A Angiotensina Il é formada a partir da clivagem de angiotensinogénio (Sparks
et al., 2014; Yang & Xu, 2017), uma a2-globulina sintetizada maioritariamente no
figado, e, em menor quantidade, no rim (Hall & Hall, 2020; Sparks et al., 2014). O
composto é clivado pela enzima renina, produzida pelas células renais do complexo
justaglomerular, formando-se, assim, angiotensina | (Hall & Hall, 2020; Sparks et al.,
2014; Yang & Xu, 2017). Nos pulmdes, a angiotensina | é convertida em angiotensina Il
pela enzima conversora de angiotensina (ECA) (Yang & Xu, 2017) (Hall & Hall, 2020)
(Sparks et al., 2014). Esta hormona exerce os seus a sua miriade de efeitos através da
ligacdo a recetores acoplados a proteina G, os recetores de tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2)
(Hall & Hall, 2020; Sparks et al., 2014). A sua acdo renal é mediada pelo recetor AT1
(Hall & Hall, 2020).

A reacdo catalisada pela enzima renina constitui a etapa limitante da producao
de angiotensina Il (Hall & Hall, 2020; Sparks et al., 2014). A secre¢dao da enzima pelas
células do complexo justaglomerular da arteriola renal aferente é desencadeada pelo
aumento da concentracdo intracelular de cAMP; contrariamente, é inibida pela
elevagdo das concentragdes intracelulares e extracelulares de calcio (Hall & Hall, 2020;

Sparks et al., 2014). Os trés principais mecanismos que induzem a secrec¢do renal de
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renina sdo a ativa¢do dos barorecetores da arteriola renal aferente, ativagao do reflexo
tubuloglomerular e aumento do ténus simpatico dos nervos que inervam as arteriolas
peri-complexo justaglomerular (Hall & Hall, 2020; Sparks et al., 2014). Assim, a redugao
do fluxo sanguineo renal, provocada por multiplos eventos e estados patoldgicos,
como hemorragia, choque cardiogénico, disseccdo da aorta, displasia fiboromuscular,
ateriosclerose ou trombose da artéria renal, causa diminuicdao da pressao arterial na
arteriola aferente (Hall & Hall, 2020). A reducdo da distensdo arteriolar decorrente é
detetada pelos barorecetores da arteriola aferente, cuja ativacdao induz a secregao de
renina (Hall & Hall, 2020; Sparks et al., 2014). O aumento de ténus simpatico renal
estimula o eixo RAAS através da ativacao dos recetores B adrenérgicos (Hall & Hall,
2020; Sparks et al., 2014). Adicionalmente, o reflexo tubuloglomerular constitui um
mecanismo regulador da secrecdo de renina (Hall & Hall, 2020; Sparks et al., 2014). Em
caso de aumento da concentracdo de cloreto de sédio que alcanga a macula densa,
ocorre maior influxo celular de sédio através de ATPases de Na*/K" (Hall & Hall, 2020;
Ren et al., 2004). Assim, é consumido ATP, formando-se adenosina (Ren et al., 2004),
gue se liga ao seu recetor A; nas células do complexo justaglomerular, desencadeando
aumento da concentragao intracelular de cdlcio e, logo, inibicdo de libertacdo de
renina. No musculo liso da arteriola aferente, a ligacdo ao recetor A; provoca
vasoconstricdo (Cecilia Ortiz-Capisano et al., 2013; Soo et al., 2006). Contrariamente,
em caso de reducdo da quantidade de cloreto de sddio detetada pela macula densa,
ocorre ativacdo de vias induzidas pela p38-MAPK, inducdo da ciclooxigenase tipo 2
(COX-2), que catalisa a producdao de prostaglandina E, que, ao atuar no complexo
justaglomerular, desencadeia a secrecdo de renina (Rashighi & Harris, 2017a).

Nos tubulos renais, através da ligacdo ao recetor AT1, a angiotensina Il
promove o aumento de ATPases de Na'/K" na membrana basolateral tubular (Hall &
Hall, 2020; Sparks et al., 2014). No tubulo contornado proximal, desencadeia aumento
da atividade do contra-transportador apical de Na*/H" ou NHE3 (Sparks et al., 2014),
bem como do co-transportador basolateral de Na*/HCO3 (Hall & Hall, 2020). Ao nivel
do ramo ascendente espesso da ansa de Henle, é potenciada a atividade do co-
transportador apical de Na‘'/K/2Cl" (Hall & Hall, 2020; Sparks et al., 2014). No tubo
contornado distal, a hormona potencia a a¢do do co-transportador apical de Na*/CI

(Hall & Hall, 2020). Adicionalmente, a nivel do segmento distal do tubo contornado
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distal e nos ductos coletores, é estimulada a atividade, nas células principais, do canal
ENaC; nas células intercaladas a, é aumentada a atividade de ATPases de Na“/H"; nas
células intercaladas B, é incrementado o nimero de canais de pendrina, transportador
de CI" (Hall & Hall, 2020; Sparks et al., 2014). Deste modo, a a¢do da angiotensina Il
estimula diretamente a reabsor¢do renal de Na* nos tubulos proximais, distais e ductos
coletores, contribuindo para a criacdo de um gradiente osmético que conduz a
reabsorcdo de agua (Hall & Hall, 2020).

Nas arteriolas da vasculatura sistémica, a angiotensina Il exerce os seus efeitos,
maioritariamente, através dos seus recetores de tipo 1 (Kawai, 2016). A ligacdo da
hormona ao recetor AT1 induz a ativacdo da proteina Gq acoplada (D. F. Guo et al.,
2001; Peng Zhao et al., 2016; Sparks et al., 2014). E ativada a fosfolipase C (Sparks et
al., 2014), que hidrolisa o fosfatidilinositol-4-5-bifosfato (PIP2) em inositol-1-4-5-
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) (D. F. Guo et al., 2001; Hall & Hall, 2020; Peng
Zhao et al., 2016). O IP3 desencadeia a libertagdao de cdlcio armazenado no reticulo
sarcoplasmatico (Peng Zhao et al., 2016), e potencia a ativacdo dos canais
membranares de calcio dependentes ou independentes da voltagem (Hall & Hall,
2020). A associacdo de calcio a calmodulina ativa a cinase de cadeias leves de miosina
(Hall & Hall, 2020; Kawai, 2016). Os filamentos de miosina fosforilados estabelecem
ligacbes cruzadas com os filamentos de actina, desencadeando a contracao do
musculo liso e, logo, a vasoconstricao (Hall & Hall, 2020; Kawai, 2016). Aumenta,
assim, a resisténcia vascular, elevando-se a pressao arterial (Hall & Hall, 2020).

Ao nivel da arteriola renal eferente, a hormona provoca vasoconstricao,
causando reducdo do fluxo sanguineo medular, desencadeando ativacdo de vias
paracrinas e processos biofisicos que culminam na inibicdo reabsor¢do tubular de
sodio (lvy & Bailey, 2014; Moss & Layton, 2014). A vasoconstricdo arteriolar causa,
ainda, aumento da pressdo hidrostatica glomerular e, logo, da taxa de filtracdo
glomerular (TFG) (Hall & Hall, 2020).

Adicionalmente, nas células vasculares, a angiotensina |l promove a fosforilacao
de proteina cinase ativada por mitogénios (MAPK), p38MAPK, cinase c-Jun N-terminal
(JNK), cinases de tirosina, mobilizacdo de calcio intracelular e geracdo de espécies
reativas de oxigénio (Savoia et al., 2011; Yaghooti et al., 2011); induzindo cascatas de

sinalizacdo intracelular que estimulam a proliferacdo celular, inflamacdo, fibrose e

61



Nova Metodologia de Avaliagdo da Sensibilidade ao Sédio — Implicagdes Clinicas

vasoconstricdao, desencadeando remodelagdo vascular (Savoia et al.,, 2011).
Desencadeia, ainda, a sintese de hormonas vasoativas e fatores de crescimento como
endotelina 1 (ET-1), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformador B (TGF-B), fator de crescimento de fibroblastos basico
(bFGF), mediadores promotores de hiperplasia celular e fibrose (Savoia et al., 2011).

De fato, em ratinhos, a administracao de angiotensina Il associou-se a aumento
significativo da atividade da via p38 MAPK (Potthoff et al., 2016; Zhang et al., 2017).
Por sua vez, a inducdo desta via desencadeou alteragdo da expressdao génica,
detetando-se aumento da sintese de mRNA das proteases MMP-1 e MMP-9,
envolvidas na remodelacdo da parede vascular (Potthoff et al., 2016; Rashighi & Harris,
2017b; Zhang et al., 2017). A ativagao destes mediadores culminou na hipertrofia do
musculo liso vascular, bem como fibrose intersticial (Rashighi & Harris, 2017b).
Consequentemente, constatou-se, tanto na aorta como nos vasos de resisténcia
renais, aumento da vasoreatividade, traduzido pelo aumento do ténus vasoconstritor
subsequentemente a administracdo de angiotensina 1l, redugdo da resposta
vasodilatadora ao déxido nitrico e, ainda, diminuicdo da capacitancia e aumento da
resisténcia vasculares (Potthoff et al., 2016).

SA Potthoff et al administram, em ratinhos, um inibidor da p38-MAPK, BIRB796.
Constataram, em ratinhos tratados com angiotensina Il, um aumento significativo da
ativacdo da via p38 MAPK, revertido aquando da administracdo do inibidor BIRB796
(Potthoff et al., 2016). Verificaram alteracdo da expressdo génica, traduzida pela
diminuicdo significativa da expressdo de MMP-1 e MMP-9 (Potthoff et al., 2016).
Concomitantemente, observou-se uma reducdo do racio entre a area das camadas
intermédia e luminal da parede vascular (Potthoff et al., 2016). Adicionalmente, a
resposta vasoconstritora a administracdo de angiotensina Il nestes ratinhos revelou-se
significativamente inferior a observada nos ratinhos aos quais nao foi administrado o
inibidor, evidenciando reducado da vasoreatividade (Potthoff et al., 2016). A terapéutica
em estudo associou-se a reducdo da pressdo arterial sistdlica; contudo, ndo foram
alcancados valores de normotensao (Potthoff et al., 2016). Os autores postulam que a
via p38 MAPK constitui uma de varias vias através das quais a angiotensina Il gera o

seu efeito hipertensor (Potthoff et al., 2016).

62



Nova Metodologia de Avaliagdo da Sensibilidade ao Sédio — Implicagdes Clinicas

Constata-se, assim, que a desregulacdo do sistema SRAA desencadeia
remodelagdo vascular andmala, evento determinante no estabelecimento de doenca
cardiovascular e renal (Potthoff et al., 2016). Nos vasos centrais, como a aorta, o
aumento da rigidez e espessamento da intima decorrente reduzem a capacitancia dos
vasos, causando elevacdo da pressao arterial sistdlica, um forte fator preditivo de
morbilidade e morte cardiovascular aumentada (Potthoff et al., 2016)

No sistema cardiovascular, a ligacdo de angiotensina ao recetor AT1
desencadeia proliferagdo celular, inflamagao e vasoconstricao enquanto que a ativagao
de AT2 induz apoptose, vasodilatacdo e, em condi¢Oes patoldgicas, hipertrofia celular
e inflamac¢do (Savoia et al., 2011). Estes recetores medeiam, através da inducdo de
cascatas de sinalizacdo, os efeitos pro-inflamatérios, proliferativos e pré-fibroticos da
angiotensina Il (Savoia et al., 2011; Yaghooti et al., 2011).

A angiotensina Il é um mediador pré-inflamatério (Calzerra et al., 2018; Xu et
al., 2017; Yaghooti et al.,, 2011), induz a geracdao de espécies reativas de oxigénio
(Calzerra et al., 2018; Eberhardt & Pfeilschifter, 2007; Savoia et al., 2011) mitocondriais
e produzidas pela NADPH oxidase (Eberhardt & Pfeilschifter, 2007; Savoia et al., 2011),
ciclooxigenase, lipoxigenase, hemeoxigenase, xantina oxidase e pelo citocromo P450
(Savoia et al.,, 2011). O anido superdxido e perdxido de hidrogénio gerados ativam
multiplas moléculas sinalizadoras (Eberhardt & Pfeilschifter, 2007; Potthoff et al.,
2016; Savoia et al., 2011), incluindo MAPK, cinases de tirosina, fosfatases de tirosina
(PTPs), fatores de transcricdo como o fator nuclear k B (NF-kB), proteina ativadora 1
(AP-1) e fator de transcricio induzido pela hipdxia 1 (HIF-1), que regulam o
crescimento celular, proliferacdao, migracao, inflamacao, fibrose e contracdo vascular
(Potthoff et al., 2016; Savoia et al., 2011). De igual modo, a ativacdo destas vias induz
remodelacdo vascular (Potthoff et al.,, 2016; Savoia et al., 2011). Considera-se a
inibicdo da NADPH oxidase como um potencial alvo terapéutico no tratamento da
hipertensdao arterial (Savoia et al.,, 2011). Desta forma, na parede vascular, a
angiotensina Il desencadeia hipertrofia de células de musculo liso (Calzerra et al., 2018;
Eberhardt & Pfeilschifter, 2007; Potthoff et al., 2016; Savoia et al., 2011), proliferacdo
de fibroblastos, indugdao da sintese e inibicao da degradagdao de matriz extracelular

(aumento da producdo de fibras de colagénio de tipos | e lll, elastina, fibronectina)
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(Potthoff et al., 2016; Savoia et al.,, 2011) e fibrose intersticial (Eberhardt &
Pfeilschifter, 2007; Potthoff et al., 2016; Savoia et al., 2011).

5.1.5.2. Arginina-Vasopressina

A hormona arginina-vasopressina participa também, para além do SRAA, na
regulacdo do balanco hidrico corporal e da pressdo arterial (Demiselle et al., 2020; Hall
& Hall, 2020; Kortenoeven et al., 2015). E sintetizada nos nucleos supra-6tico e
paraventricular do hipotdlamo, sendo armazenada na neurohipdfise (Hall & Hall, 2020;
Holmes et al.,, 2003; Kim, Madara, et al., 2021; Kortenoeven et al.,, 2015). A sua
secrecao é estimulada pelo aumento da osmolalidade (Bankir et al., 2017; Bichet,
2019; Demiselle et al., 2020; Hall & Hall, 2020) (principalmente decorrente de
hipernatrémia, comparativamente a hiperglicémia) (Bankir et al., 2017; Hall & Hall,
2020), detetada pelo 6rgdao subfornical, nlcleo pré-6tico mediano e organum
vasculosum da lamina terminalis, a reducdo do volume de fluido extracelular (Abbott
et al., 2016; Bichet, 2019; Holmes et al., 2003; Kim, Madara, et al., 2021), aumento da
atividade do sistema RAS (Abbott et al., 2016), bem como do téonus simpdtico (Hall &
Hall, 2020; Kortenoeven et al., 2015), a hipoglicémia (Kim, Knudsen, et al., 2021),
nicotina (Budisavljevic & Ploth, 2012; Kapoor & Jones, 2005). A hormona liga-se a
recetores de arginina-vasopressina de tipo 2 (V2) (Demiselle et al., 2020; Juul et al.,
2014; Tingskov et al., 2019), localizados na membrana basolateral das células tubulares
do ramo ascendente espesso da ansa de Henle, e células principais do segmento
terminal do ducto contornado distal e ductos coletores da medula renal (Bankir et al.,
2017; Juul et al., 2014), segmentos do nefréonio praticamente impermeaveis a agua
(Kortenoeven et al., 2015). A ligacdo ao recetor desencadeia eleva¢do da concentragao
intracelular de cAMP, ativacdo da enzima proteina cinase A (PKA), que fosforila
vesiculas intracelulares de armazenamento de aquaporina 2 (AQP2, proteina
transportadora de 4gua) promovendo a sua translocacdo do citosol para a membrana
apical, e a insercdo dos transportadores na membrana celular (Juul et al.,, 2014;
Kortenoeven et al.,, 2015; Tingskov et al., 2019). Através da aquaporina 2 ocorre

transporte passivo de moléculas de agua, a favor do gradiente osmotico criado pela
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reabsorcao tubular de sédio e ureia, possibilitando a reabsor¢do de agua e formacgao
de urina concentrada, hiperosmotica (Bankir et al., 2017; Hall & Hall, 2020).

A hormona arginina-vasopressina  constitui um dos mediadores
vasoconstritores mais potentes do organismo humano (Demiselle et al., 2020; Hall &
Hall, 2020; Stegemann, 2007). No musculo liso vascular, através da ligacdo a recetores
V1a (Bankir et al., 2013; Demiselle et al., 2020; Juul et al., 2014; Tingskov et al., 2019),
ativa uma cascata de sinalizagdo intracelular ativada pela fosfolipase C, que culmina na
ativacao da cinase de cadeias leves da miosina, que, através da fosforilagdo das cadeias
leves de miosina, possibilita a formacdo de pontes cruzadas com os filamentos de
actina e, logo, a contracdao do musculo liso vascular (Grzesk et al., 2015; Holmes et al.,

2003; Stegemann, 2007).

5.1.5.3. Aldosterona

A hormona angiotensina Il, produzida nos pulmodes, liga-se a recetores AT1 na
zona glomerulosa do coértex da supra-renal, desencadeando a libertagdo de
Aldosterona (Briet & Schiffrin, 2010; Connell et al., 2008; Tsilosani et al., 2022). A sua
secrecdo é ainda regulada pela concentragdo plasmética de K* e pela hormona
hipofisaria ACTH (Briet & Schiffrin, 2010; Connell et al., 2008; Shimosawa, 2013).

A hormona atua nas células principais e a-intercaladas do segmento terminal
dos ductos contornados distais, e ductos coletores do cértex e medula renais
(Shimosawa, 2013; Tsilosani et al., 2022). Ai, liga-se ao recetor mineralocorticéide (RM)
citosédlico, formando um complexo que se associa a regido promotora de genes que
codificam o canal ENaC (Briet & Schiffrin, 2010; Shimosawa, 2013; Tsilosani et al.,
2022), a ATPase de Na'/K" (Remuzzi et al., 2008), a ATPase de H* (Briet & Schiffrin,
2010) e a proteina pendrina, contra-transportador de CI'/HCOs, promovendo a sua
expressao génica (Kai et al., 2016). Deste modo, é aumentada, nos ductos coletores, a
reabsorcdo de Na®, a excrecdo de K" e H' (Connell et al., 2008; Shimosawa, 2013).
Desta forma, a Aldosterona promove a reabsor¢do renal de Na* e, logo, de &gua,
contribuindo para a manutencdo do volume de fluido extracelular (Remuzzi et al.,

2008).
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Constatou-se, em ratinhos Dahl S hipertensos, a redugao dos valores séricos de
aldosterona apds administracdo de dose de carga de sal. Contudo, os investigadores
continuavam a constatar a sobreativa¢do do recetor mineralocorticéide renal (Ando &
Fujita, 2012; Kawarazaki et al., 2012). Considerou-se, entdo, a existéncia de outro
agonista do recetor mineralocorticéide (Ando & Fujita, 2012).

Shibata et al. postularam a ativa¢dao do recetor pela proteina rac 1, da familia
de GTPases Rho (Ando & Fujita, 2012). A familia de GTPases Rho inclui, na espécie
humana, vinte elementos, incluindo o RhoA, racl e Cdc42. Intervém na regulagao da
formacdo do citoesqueleto de actina, e, portanto, processos de divisdo, adesdo e
migracdo celular (André et al., 2014). De fato, demonstrou-se, em células HEK293,
associacdo causal entre a ativacdo constitutiva de racl e aumento da atividade do
recetor mineralocorticdide, bem como a sua translocacdo nuclear (Ando & Fujita,
2012).

A formacdo de racl é promovida pela angiotensina Il, aldosterona e aumento
da concentracdo plasmatica de sdédio (Kawarazaki et al., 2012; Shibata et al., 2011;
Shimosawa, 2013). A angiotensina Il ativa a cinase Src, que, fosforila e induz a proteina
1 de invasdo e inducdao de metastases do linfoma de células T (Tiam 1). Este fator
desencadeia a ativacdo de racl, que promove a sintese de varios fatores de
transcri¢do. (Shimosawa, 2013).

Shibata et al. verificaram, em amostras renais de ratinhos Dahl S expostos a
uma dieta rica em sal, um aumento da expressdao da GTPase rac 1 (Fujita, 2014). Em
ratinhos Dahl R sob as mesmas condig¢des, constatou-se o oposto (Fujita, 2014; Shibata
et al., 2011). Nos ratinhos sal sensiveis, apesar da reduc¢do plasmatica da aldosterona
provocada pela carga de sal, detetou-se aumento da atividade do recetor
mineralocorticéide, constatado pela acumulac¢do de recetores no nucleo celular (Fujita,
2014; Shibata et al., 2011). Este aumento foi bloqueado pela inibicdo de rac 1 (Fujita,
2014; Shibata et al., 2011). Em ratinhos sal sensiveis, mesmo valores reduzidos de
aldosterona parecem ter um efeito regulador positivo sob a atividade da GTPase
(Fujita, 2014; Shibata et al., 2011). De fato, a atividade de rac 1 diminuiu em ratinhos
Dahl S adrenalectomizados, tendo este efeito sido revertido pela administracdo de

aldosterona (Fujita, 2014; Shibata et al., 2011).
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Kawarazaki et al. obtiveram resultados similares em ratinhos transgénicos
Tsukuba, hipertensos, nos quais foi induzida a sobreexpressdao de angiotensina Il
(Kawarazaki et al., 2012). Estes ratinhos foram divididos em dois bragos do estudo, um
dos quais recebeu uma dieta rica em sal durante 6 semanas; ao outro foi concedida
dieta pobre em sal (Kawarazaki et al., 2012). Selecionaram-se em ambos os bragos do
estudo, ratinhos, cujo plano de intervengdo incluiu adrenalectomia, administra¢ao de
Eplerenona, o inibidor de rac 1 EHT1864 ou hidralazina (Kawarazaki et al., 2012). Os
ratinhos com dieta rica em sal desenvolveram hipertensao arterial e lesdao renal
(Kawarazaki et al., 2012). Constatou-se que a adrenalectomia preveniu o
estabelecimento de doenga renal (Kawarazaki et al., 2012). A terapéutica com
Eplerenona ou EHT1864 reprimiu a hiperativagao do recetor mineralocorticéide, tendo
causado regressdo parcial da de doenca renal, bem como reducdo dos valores
tensionais (Kawarazaki et al., 2012). O tratamento com Hidralazina associou-se,
apenas, a normalizacdo do perfil tensional (Kawarazaki et al., 2012). Desta forma, os
resultados obtidos por Kawarazaki et al. confirmam os constatados por Shibata et al.

Verificou-se, ainda, um efeito aditivo do sal e aldosterona na potenciacdo e
inducdo da hiperativacdo do recetor mineralocorticéide, e estabelecimento de
hipertensao arterial e lesdao renal decorrentes (Kawarazaki et al., 2012; Shibata et al.,
2011). A inibicdo de rac 1 preveniu estes efeitos (Shibata et al., 2011). Deste modo,
pode assumir-se um papel importante do mediador rac 1 na etiopatogénese da
hipertensao arterial sal sensivel (Shibata et al., 2011).

Tendo em conta que a atividade de rac 1 evidenciou resultados opostos em
ratinhos Dahl S e Dahl R expostos a condicbes ambientais idénticas, pode assumir-se
que a variabilidade da resposta se deve a variagGes genéticas (Shibata et al., 2011).
Consideraram-se polimorfismos nos genes CAMGAP1, do cromossoma 10, Arhgap1, no
cromossoma 3, como potenciais fatores causais (Shibata et al., 2011). Os mecanismos
através dos quais a exposicdo a uma carga de sal desencadeia efeitos diferenciais sob a
atividade da GTPase rac 1 mantém-se elusivos (Shibata et al., 2011). Assim, o
desenvolvimento de investigacdo nesta darea revela-se determinante para o
esclarecimento do papel deste mediador na fisiopatologia da hipertensao sal sensivel

(Shibata et al., 2011).

67



Nova Metodologia de Avaliagdo da Sensibilidade ao Sédio — Implicagdes Clinicas

A aldosterona desencadeia multiplos efeitos deletérios nos vasos, coragdo e
rins, constituindo um fator etiopatogénico importante nos modelos de
estabelecimento de disfuncdo endotelial (Remuzzi et al., 2008), hipertrofia ventricular,
hipertensao arterial (Briet & Schiffrin, 2010) e doenga renal crénica (Briet & Schiffrin,
2010; Remuzzi et al., 2008). A hormona tem efeitos pré-oxidantes, pré-inflamatodrios e
pro-fibréticos (Bernardi et al., 2015; Remuzzi et al., 2008).

A infusdo de Aldosterona em ratinhos normotensos associa-se a expansdo de
tufos glomerulares, alteragdes esclerdticas, lesdao de poddcitos, hialinose arteriolar
(Briet & Schiffrin, 2010), inflamacdo intersticial e fibrose (Briet & Schiffrin, 2010;
Remuzzi et al., 2008).

A hormona induz a ativacdo de cascatas sinalizadores que culminam em
inflamacao (Bernardi et al., 2015; Briet & Schiffrin, 2010; Remuzzi et al., 2008). Através
da ativacdo do recetor mineralocorticdide, ativa a enzima SG-k1 que, através da
fosforilagdo do composto inibidor do fator nuclear kappa B (IkB), inibe-o,
desencadeando a ativacdo do fator de transcricdo NFkB (Briet & Schiffrin, 2010). Este
fator promove a expressdao de genes que codificam mediadores prdé-inflamatodrios,
como molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) (Briet & Schiffrin, 2010), citocinas
inflamatdrias como interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6), quimiocinas como a
proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1), o fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF) e osteopontina (Briet & Schiffrin, 2010; Remuzzi et al., 2008).
Adicionalmente, a aldosterona induz a enzima NADPH (fosfato de dinucledtico de
nicotinamida e adenina) oxidase, que catalisa a producdo de espécies reativas de
oxigénio, gerando stress oxidativo (Briet & Schiffrin, 2010; Remuzzi et al., 2008).
Constatou-se, em ratinhos Dahl S com dieta rica em sal, uma reducdo sinergistica
decorrente da administracdo de um inibidor da enzima conversora de angiotensina e
do antagonista mineralocorticéide Eplerenona (Briet & Schiffrin, 2010).

Através da administracdo de aldosterona em células epiteliais humanas dos
tubulos proximais, Zhang et al. detetaram a geracao de espécies reativas de oxigénio
mitocondriais. Os mediadores gerados induziam a via de cinases reguladas por sinais
extracelulares 1 e 2 (ERK1/2), culminando na transformacdo mesenquimatosa das
células em miofibroblastos (Briet & Schiffrin, 2010). Os efeitos pro-fibroticos da

hormona esteréide sdo, em parte, mediados por inducdo de vias ativadas pela GTPase
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Rho cinase (Briet & Schiffrin, 2010), que induz a expressdo dos fatores de crescimento
pro-fibréticos TGF-B e CTGF (Briet & Schiffrin, 2010; Remuzzi et al., 2008). A sua
atividade induz proliferacdo de fibroblastos, aumento da sintese de colagénio, reducdo
da expressdao de metaloproteinases de matriz (MMP) e, consequentemente, fibrose
tubulointersticial (Briet & Schiffrin, 2010; Remuzzi et al., 2008). De modo concordante
com o observado, a administragao de Fasudil, um inibidor da cinase Rho, causou
reducdo da expressao dos fatores TGF-B e CTGF, bem como da fibrose e inflamacgao
tubulointersticiais (Briet & Schiffrin, 2010).

Adicionalmente, o stress oxidativo desencadeado pela aldosterona é, em parte
responsavel pela lesdo de poddcitos, em modelos de ratinhos. A sua ligacdo ao recetor
mineralocorticdide nos podécitos provoca disrupc¢do dos seus pedicelos e alteracdes
na sua arquitetura, ocorrendo desnudacdo da membrana basal, conduzindo a
esclerose segmentar. Ha diminuicdao da expressao de nefrina e podocina e aumento de
desmina e b7-1, marcadores de lesdo podocitdria. A terapéutica com Eplerenona
evitou as alterac¢des histoldgicas referidas (Briet & Schiffrin, 2010).

Nas células mesangiais, a hormona esterdide promove a fosforilagcdo do recetor
do fator de crescimento epitelial, EGFR, ativando as vias PI3K-AKT e RAS-MAPK (Briet &
Schiffrin, 2010), induzindo proliferacdo celular (Bernardi et al., 2015; Briet & Schiffrin,
2010; Remuzzi et al., 2008).

Os ensaios clinicos randomizados RALES e EPHESUS, nos quais foi testado o
efeito de um antagonista mineralocorticdide em doentes com disfungdo ventricular
esquerda demonstrou uma melhoria significativa na sobrevivéncia e na reducdao dos
eventos cardiovasculares, independente dos valores tensionais (Briet & Schiffrin,

2010).
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5.1.6. Impato da Sensibilidade ao Sd6dio nos Mecanismos Centrais de

Regulaciao da Pressao Arterial

O sistema nervoso central regula o sistema cardiovascular ao milissegundo, de
modo a manter a homeostasia (Leenen, 2014). Este controlo é essencial para a
sobrevivéncia dos organismos (Leenen, 2014). Os neurdnios que formam as vias
neuronais envolvidas na regulacdo das funcdes cardiovasculares tém corpos celulares
no nucleo paraventricular do hipotalamo; dai, projetam axdnios até a medula
ventrolateral rostral, no tronco cerebral ou, diretamente, na coluna intermediolateral
da medula espinhal (Leenen, 2014). A ativacao destas vias desencadeia libertacdo de
Glutamato ou GABA na fenda sindptica, que se ligam a recetores ionotrdpicos,
desencadeando abertura de canais idnicos (Leenen, 2014), gerando potenciais de acdao
transmitidos através de neurdnios do sistema nervoso autonomo (Leenen et al., 2017).

A modulacdo da atividade das vias simpatica e parassimpatica, ou da libertacado
de vasopressina, constituem os principais mecanismos através dos quais o sistema
nervoso central regula a pressao arterial (Takahashi et al., 2011).

Os neurénios dos 6rgaos circumventriculares, expostos ao sangue e liquido
cefalorraquidiano, como a area postrema, 6rgao subfornical e o organum vasculosum
da lamina terminal, bem como neurdnios dos nucleos pré-ético mediano e
paraventricular sdo sensiveis ao sddio (Leenen, 2010). A infusdo de liquido
cefalorraquidiano rico em sddio no sistema ventricular cerebral desencadeia, em
ratinhos, aumento do ténus simpdtico e vasopressor (Leenen, 2010; Rassler, 2010).
Estas respostas sdo induzidas pelo aumento da concentracdo em sédio do liquido
cefalorraquidiano (Leenen, 2010; Rassler, 2010), e ndo da osmolaridade (Leenen,
2010), visto que ndo se verificam em caso de infusdo de manitol.

Em ratinhos normotensos, o aumento da concentracdo de sédio no liquido
cefalorraquidiano em 4 a 6 mM causa elevacdo da pressao arterial em 15 a 25 mmHg
(Leenen, 2010). Constata-se uma resposta aumentada ao incremento do sédio
cefalorraquidiano em ratinhos Dahl S e SHR, sal-sensiveis (Leenen, 2010).

Em estirpes de ratinhos sal-sensiveis Dahl S e SHR, observa-se uma correlagdo
entre o aumento do consumo de sal e a elevacdo plasmatica de sdédio decorrente, e 0

aumento da concentracdo de sédio do liquido cefalorraquidiano (Leenen, 2010;
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Rassler, 2010). Contrariamente, em estirpes sal-resistentes, como Wistar, WKY e Dahl
R, ndo se estabelece esta associacdao (entre elevag¢ao da concentragdo de sédio no
plasma e liquido cefaloespinhal) (Leenen, 2010). A administracdo intravenosa de
solucdo de cloreto de sédio causa, em ratinhos Dahl S, aumento significativamente
superior no sédio cefalorraquidiano e do parénquima cerebral, comparativamente a
estirpes Dahl R, demonstrando maior transporte através da barreira hematoencefalica
nas estirpes sal-sensiveis (Leenen, 2010).

Em ratinhos geneticamente suscetiveis, apds consumo excessivo de sal, a
concentracdo plasmatica de sddio eleva-se (Amin, 2011; Takahashi et al., 2011). O
transporte de sédio, através da barreira hematoencefdlica, aumenta a sua
concentracdo no fluido cefalorraquidiano, bem como no espaco intersticial cerebral
(Amin, 2011; Leenen, 2010; Rassler, 2010; Takahashi et al., 2011).

Ocorre aumento da sintese local de aldosterona, que, ligando-se a recetores
mineralocorticdides, estimula a atividade da ATPase de Na*/K" e canal ENaC nas células
endoteliais do plexo cordide; e do canal ENaC nos neurdnios dos nucleos supra-éptico
e paraventricular do hipotdlamo, promovendo influxo celular aumentado de sédio
(Leenen, 2010). Ocorre aumento da concentracdo citoplasmdtica de Na® e ca®
neuronal, incrementando a excitabilidade (Leenen, 2010).

A ativacdo do ENaC ou incremento de aldosterona estimula o aumento da
secrecao do composto de ouabaina endégena pelo hipotalamo (nucleos supra-otico e
paraventricular) (Leenen, 2010; Rassler, 2010; Shimosawa, 2013; Takahashi et al.,
2011), que inibe a ATPase de Na*/K" no plexo cordide, reduzindo o transporte de sédio
para o liquido cefalorraquidiano (Amin, 2011; Leenen, 2010; Rassler, 2010; Takahashi
et al., 2011); e ativa o sistema renina-angiotensina (Leenen, 2010; Padilha et al., 2011;
Rassler, 2010; Takahashi et al., 2011). No cdortex adrenal, a angiotensina |l desencadeia
a secrecdo de marinofubagenina, que induz inibicdo sustida da isoforma al da ATPase
de Na'/K" (Rassler, 2010). Nos neurdnios do hipotdlamo posterior, a ligacdo de
angiotensina Il ao recetor de angiotensina tipo 1 (AT1) desencadeia a inducdo de
NADPH oxidases, decorrente sintese de superdxido (Calzerra et al.,, 2018; Leenen,
2010; Leenen et al.,, 2017), e aumento de cdlcio intracelular (Leenen et al., 2017).
Ocorre aumento da excitabilidade neuronal, da secre¢do de norepinefrina (Leenen et

al., 2017; Rassler, 2010) e, consequentemente, hiperativacdo do sistema nervoso
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simpdtico (Calzerra et al., 2018; Leenen et al., 2017; Rassler, 2010), cujo ténus é
regulado pelo hipotalamo posterior (Amin, 2011; Leenen, 2010; Takahashi et al., 2011).
O aumento do ténus simpatico desencadeia estimulacdo da vasoconstricdo arterial,
aumento da frequéncia cardiaca e inotropismo, desencadeando eleva¢do da pressao
arterial sistémica (Amin, 2011; Leenen, 2010; Takahashi et al., 2011).

Nas ultimas décadas, tornou-se aparente o papel crucial do sistema renina-
angiotensina cerebral para a regulacdo da pressdo arterial a longo prazo (Leenen,
2014). Nao intervém na regulacao aguda, ao segundo, mas na determinagao crénica do
setpoint para o toénus simpdtico e pressdo arterial (Leenen, 2014). As vias
neuromoduladoras de regulagdao a longo prazo envolvem aldosterona, recetores
mineralocorticéides e de angiotensina de tipo 1, canais ENaC e ouabaina enddgena
(Leenen, 2014). A disrupgao da sinalizagao cerebral ativada por qualquer dos fatores
compromete os mecanismos centrais de elevacao da pressdo arterial (Leenen, 2014).
Estes mecanismos estdo sinalizados na figura 7 (Leenen, 2017). De modo concordante,
o tratamento de ratinhos com Espironolactona, antagonista da aldosterona, ou
Amilorida, antagonista do canal ENaC, bloqueou a hipertensao induzida pela infusao
central de sddio.

Adicionalmente, em ratinhos Dahl S e SHR, a injecdo de Losartan, antagonista
do recetor de angiotensina de tipo 1, no nucleo pré-ético mediano do hipotdlamo
inibiu a resposta hipertensiva desencadeada pelo incremento de sddio no liquido
cefalorraquidiano. Estes resultados evidenciam a relevancia da angiotensina Il no

mecanismo de hipertensado sal-sensivel de causa central (Rassler, 2010).
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Figura 7 - Modelo dos mecanismos centrais envolvidos no estabelecimento de hipertensdao arterial

(Ang II: angiotensina Il, Aldo: aldosterona, EO: ouabaina enddgena, AVP: arginina-vasopressina, BDNF:

fator neurotréfico cerebral, RVLM: medula ventrolateral rostral, SON: nucleo supra-otico, mPVN:

divisdo magnocelular do nucleo paraventricular)
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5.1.7. Sddio e Inflamacgao

A disrupcdo da superficie endotelial compromete ndo sé a sua funcao como
barreira, mas também como estrutura com papel anti-inflamatdrio, que inibe a adesao
leucocitaria ao endotélio (Wenstedt et al., 2018). De fato, estudos in vitro e in vivo, em
animais, revelaram uma associagdao entre o consumo excessivo de sal, a exposi¢dao
endotelial crénica a concentracbes elevadas de sddio decorrente, e o aumento da
expressao endotelial das glicoproteinas de adesao ICAM-1 e VCAM-1 (Wenstedt et al.,
2018). Desta forma, é potenciada a adesdo dos leucécitos circulantes no sangue a
superficie endotelial e, consequentemente, a sua ativacdo e migracao para o espago
intersticial (Wenstedt et al., 2018).

A exposi¢do cronica do endotélio a concentragdes plasmadticas de sodio
elevadas associa-se a desintegracao da matriz do glicocalice endotelial, culminando no
compromisso da funcdo de barreira e aquisicdo de carateristicas pré-inflamatdrias
(Targonski et al., 2020). Conduz ainda a aumento da expressdo endotelial de canais
ENaC (Targonski et al., 2020). Desta forma, aguando da exposicdo da superficie
endotelial a excesso de sdédio, ocorre influxo aumentado de sdédio nas células
endoteliais e espaco intersticial (Targonski et al., 2020). A acumulacdo de sédio no
espaco intersticial vascular associa-se a ativacao de células dendriticas e macréfagos
residentes, e alteracao do perfil de expressao de citocinas, caraterizado por aumento
da secrecdo de IL-17, gerando um microambiente pré-inflamatdrio (Targonski et al.,
2020). Concomitantemente com o aumento da expressdao de moléculas de adesdo
(ICAM-1 e VCAM-1) desencadeados por overload de sal, o aumento de citocinas
inflamatdrias conduz a migracdo e acumulacao de leucécitos no espago perivascular
(Targonski et al., 2020). A secrecdo de citocinas pelas células imunes ativadas, por sua
vez, conduz a disfuncdo endotelial e promove retencdo de sédio nos espacos celular e
intersticial (Targonski et al., 2020). Os neutrdfilos ativados, recrutados para o espaco
perivascular formam espécies reativas de oxigénio (ERO) e armadilhas extracelulares
de neutrdfilos (NETs, compostas por cromatina, histonas, elastase, mieloperoxidase,
lactoferrina, gelatinase e proteinas plasmaticas), importantes para a contencdo de
microrganismos patogénicos em caso de infegdo e aumento da eficiéncia dos

processos de fagocitose e destruicao microbiana (Targonski et al., 2020). Secretam,
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ainda fator XIll, ativado em contato com as redes de NETs (Targonski et al., 2020). A
ativacao do fator desencadeia ativacao da via extrinseca da coagulag¢do, culminando na
formacdo de redes de fibrina na microvasculatura, que desempenham funcgbes
similares as NETs em caso de infe¢do (Targonski et al., 2020). Adicionalmente, o fator
XIl ativado promove a quimiotaxia e ativacdo de neutrdéfilos (Targonski et al., 2020).
Deste modo, a ativagdo de células de imunidade inata desencadeada pelo sédio revela-
se como uma resposta maladaptativa, contribuindo para inflamacao e desregulacdo da
coagulagdo crdnicas, e decorrente disfungdao da microvasculatura (Targonski et al.,
2020).

Por sua vez, o stress oxidativo decorrente da ativacdo de neutrdfilos induz o
inflamassoma NALP3 ou NLRP3, formado por NALP3, ASC e a enzima caspase-1 (Fu et
al., 2018). A inducdo do inflamassoma conduz a sintese da citocina inflamatéria IL-1p,
que causa ativacdao e disfuncdo endoteliais, recrutamento e ativagdo de leucdcitos.
Conduz, assim, a manuteng¢ao de um estado pré-inflamatério crénico (Fu et al., 2018).
O seu efeito nas células endoteliais esta esquematizado na figura 8 (Bai et al., 2020).

Em ratinhos diabéticos, a administracdo de Anacinra, antagonista da IL-1,
associou-se a melhoria da funcdo endotelial (Fu et al., 2018).

Em estudos in vitro em células endoteliais da aorta de ratinhos desenvolvidas
num meio de cultura rico em sal revelaram um aumento da producdo de ERO e da
expressao de NALP3, e reducdo da atividade da enzima eNOS (Fu et al., 2018). A
disfuncdo endotelial decorrente e o incremento da expressio de NALP3 foram
parcialmente abolidos pela administracdo de catalase ao meio (Fu et al., 2018).
Adicionalmente, a aplicacdo das condicGes e método do ensaio em células NALP3-
knockout associou-se a menor disfuncdo endotelial (Fu et al., 2018). A adicdo, ao meio
de cultura, de Gliburida, antagonista NALP3, associou-se a maior expressdo de eNOS
(Fu et al.,, 2018). Estes resultados permitem avancar um modelo de ativacdo do
inflamassoma NALP3 por ERO (Fu et al., 2018). O incremento da expressdo de IL-1 e
diminuicdo da expressdao de eNOS estabelecem a ligacdo com os mecanismos

fisiopatoldgicos que desencadeiam disfuncdo endotelial (Fu et al., 2018).
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Figura 8 - Papel do inflamassoma NLRP3 na promogdo da disfun¢do endotelial.

Adicionalmente, em estudos animais, verificou-se que o aumento de citocinas
inflamatdrias causa ativacdo de células dendriticas produtoras de angiotensina I,
aumentando a sua concentracdo (Targonski et al., 2020). Este mediador promove
vasoconstricdo e aumento da retencao renal de sddio, contribuindo para a hipertensao

arterial (Targonski et al., 2020).

76



Nova Metodologia de Avaliagdo da Sensibilidade ao Sédio — Implicagdes Clinicas

5.1.8. Armazenamento de Sodio na Pele

A pele é o 6rgdo com maior drea de superficie de espaco extracelular (Olde
Engberink et al., 2015).

Em ratinhos sujeitos a uma dieta rica em sal, verifica-se acumulag¢do de sddio
no espago extracelular epitelial, ndo associado a acumulagdo concomitante de agua
(Hijmans et al., 2019; Olde Engberink et al., 2015, 2020; Polychronopoulou et al.,
2019). O catido liga-se aos glicosaminoglicanos que compdem o espaco intersticial da
pele (Hijmans et al., 2019; Olde Engberink et al., 2020; Polychronopoulou et al., 2019;
Titze, 2014). De fato, o armazenamento de sédio no espaco intersticial epitelial induz a
polimerizacdo (Olde Engberink et al., 2015, 2020; Polychronopoulou et al., 2019; Titze,
2014) e sulfatacdo mais extensa destes compostos, conferindo-lhes carga mais
negativa e, logo, maior capacidade de associacao ao catido de sédio (Olde Engberink et
al., 2015, 2020; Titze, 2014). Pelo contrario, a reducdo da polimerizacdo e sulfatacdo
destes GAG associa-se a libertacdo de sédio armazenado na pele (Polychronopoulou et
al., 2019; Titze, 2014). O sddio é armazenado imediatamente abaixo da camada
formada pelos queratindcitos, formando um microambiente hiperténico relativamente
ao plasma, estabelecendo-se um gradiente de sodio através de um sistema de
contracorrente, similar ao renal (Polychronopoulou et al., 2019). Desta forma, a pele
parece constituir um microambiente altamente dinamico, cujas carateristicas
eletroliticas do seu espaco intersticial sdo ativamente reguladas e adaptadas
consoante os niveis séricos de sadio (Titze, 2014).

A concentracdo fisiologica de sédio no espaco intersticial de tecidos e érgdos
alcanca valores muito superiores aos plasmaticos (Olde Engberink et al., 2015, 2020;
Titze, 2014), entre 160 e 250 mmol/L (Titze, 2014).

Em caso de elevacdo da concentracdo plasmatica de sddio, a hipertonicidade
intersticial decorrente é detetada por células inatas do sistema fagocitico
mononuclear, que sdo ativadas e infiltram o espaco intersticial. Face ao stress
osmotico, expressam o fator de transcricio TONEBP (Ellison & Welling, 2021; MacHnik
et al.,, 2009; Polychronopoulou et al., 2019; Rossitto et al., 2020; Schatz et al., 2017;
Selvarajah et al., 2018; Titze, 2014; Wiig, H., Luft, F. and Titze, 2017; Wiig et al., 2013),

gue promove a expressdao de VEGFC nos mondcitos (MacHnik et al., 2009; Olde
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Engberink et al., 2020; Polychronopoulou et al., 2019; Schatz et al., 2017; Selvarajah et
al., 2018; Titze, 2014; Wiig, H., Luft, F. and Titze, 2017; Wiig et al., 2013; M. S. Zhou et
al., 2014). O fator de crescimento VEGFC, através da ligacdo ao recetor VEGFR3, nas
células endoteliais do sistema linfatico, desencadeia a expansao e restruturagdo da
rede de capilares linfaticos intersticiais (MacHnik et al., 2009; Rossitto et al., 2020;
Schatz et al., 2017; Selvarajah et al., 2018; Titze, 2014; Wiig, H., Luft, F. and Titze, 2017;
Wiig et al.,, 2013; M. S. Zhou et al., 2014). Adicionalmente, o fator de crescimento
estimula a ativacdo da enzima eNOS, promovendo-se a vasodilatagao arterial
(Polychronopoulou et al., 2019).

Em ratinhos com uma dieta rica em sal, ocorre aumento da composicao
cutanea em sddio, cloro e dgua (Wiig et al., 2013). A quantidade de sédio mensurada é
superior ao dobro da de cloro, revelando a importancia de aniées ndo mensurados
para a manutencdo da eletroneutralidade do fluido intersticial (Wiig et al., 2013). Esta
alteracdo da composicdo eletrolitica do espaco extracelular associa-se a elevacdo da
pressao arterial (Wiig et al., 2013).

Wiig et al. desenvolveram um conjunto de ensaios em que analisaram
alteragdes decorrentes da delecdo do gene TONEBP em macréfagos de ratinhos
TONEBP-wild type e TONEBP-knockout (Wiig et al., 2013).

A delecdao do gene TONEBP nos macréfagos de ratinhos bloqueou a expansao
dos capilares linfaticos desencadeada pela hipertonicidade (decorrente da acumulacdo
de sddio no espaco extracelular) na pele (Wiig, H., Luft, F. and Titze, 2017; Wiig et al.,
2013). Depreendeu-se que o fator TONEBP é essencial para o processo de expansao da
rede capilar linfatica (Wiig, H., Luft, F. and Titze, 2017; Wiig et al.,, 2013).
Consequentemente, acumulou-se cloro na matriz do espaco extracelular (Wiig et al.,
2013).

De modo similar, o bloqueio do recetor VEGFR3 de macréfagos dos ratinhos,
através de um anticorpo especifico, causou inibicdo da hiperplasia de capilares
linfaticos cutaneos, e acumulacdo seletiva de cloro no espaco intersticial cutaneo (Wiig
et al., 2013). Estes ensaios revelaram que, nestas condicbes, a quantidade de cloro
acumulada na pele aumenta comparativamente ao controlo, ndo se verificando

aumento do contetdo em sddio ou dgua (Wiig et al., 2013).
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Estabelece-se, em ratinhos sujeitos a uma dieta rica em sal, uma correlagao
inversa entre a densidade da rede de capilares linfaticos e a variagao do valor de
pressdo arterial média (Titze, 2014; Wiig et al., 2013). Estes resultados apontam uma
relacdo entre a eliminagdo de iGes de cloro acumulados na pele, ao invés de ides de
soédio, através dos capilares linfaticos, e a pressao arterial sistémica (Titze, 2014; Wiig
et al., 2013). A manuten¢dao da homeostasia eletrolitica no espago intersticial cutaneo
revela-se determinante para a regulacdo da pressdo arterial (Schatz et al., 2017; Wiig,
H., Luft, F. and Titze, 2017; Wiig et al., 2013).

Hijmans et al verificaram, em doentes com doenca renal crénica terminal
(estadio > 5), bem como em voluntdrios sauddveis, uma relacdo direta entre o
consumo de sal e a densidade de capilares linfaticos na pele (Hijmans et al., 2019).

PropdGe-se, assim, um terceiro compartimento, o fluido intersticial da pele, que,
para além do GE e células endoteliais, que intervém na homeostasia eletrolitica, sendo
relevante para a regulacdo da pressao arterial (MacHnik et al., 2009; Selvarajah et al.,
2018; Wiig et al., 2013).

Os autores especulam que a acumulacdo de cloro, ou a secrecdo de compostos
pelos capilares linfaticos no espaco extracelular cutaneo, poderd alterar a resisténcia
da microvasculatura da pele e, assim, contribuir para a variacdo da pressdo arterial
sistémica (Wiig et al., 2013).

Contrariamente, Rositto et. al postulam que a acumulacdo de sédio verificada
em caso de consumo excessivo € um fendmeno sistémico, ocorrendo em varios tecidos
e orgdos, constituindo a pele um dos reservatorios (Rossitto et al., 2020). Mais ainda,
rejeitam o pressuposto de armazenamento do catido de forma osmoticamente inativa,
desacoplada a acumulacdo de dgua (Rossitto et al., 2020). Defendem que o aumento
do teor em sddio dos tecidos causa deslocamento de agua do espaco intracelular, ou a
sua acumulacdo no espaco extracelular, gerando edema subclinico (Rossitto et al.,
2020). Reflete, assim, uma alteracdo da composicdo dos compartimentos intracelular e
extracelular (Rossitto et al., 2020). Seria o edema extracelular subclinico resultante
gue, causando stress biomecanico, geraria ativacdo do fator de transcricio TONEBP,
induzindo as vias de sinalizacdo celular e mediadores que culminam em hiperplasia da

rede capilar linfatica (Rossitto et al., 2020).

79



Nova Metodologia de Avaliagdo da Sensibilidade ao Sédio — Implicagdes Clinicas

Os vdrios compartimentos do organismo que funcionam como reservatérios de
sédio desempenham um papel importantes no que concerne a homeostasia de sddio
(Olde Engberink et al., 2020). De fato, possibilitam a adaptacdo do organismo a
situagdes extremas de exposicao a sal, e decorrente variagdo das concentragdes
séricas do catido para valores ndo fisiolégicos, retendo o catido em situacdes de
excesso de consumo, e libertando-o para o sangue quando o aporte é diminuido (Olde
Engberink et al., 2020). Estes reservatdrios representam, assim, um mecanismo extra-
renal para regulacdo de sodio e dgua no organismo, constituindo um terceiro

compartimento envolvido na homeostasia do sddio (Olde Engberink et al., 2020).
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5.2. Novo Método de Determinacao da Sensibilidade ao Sédio

5.2.1. Fundamentacio da Técnica

Apds a exposicao a uma carga de sddio, o endotélio sofre alteragdes estruturais
e funcionais patolégicas (Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz et al., 2019). De fato,
constata-se a disrup¢do do glicocalice endotelial, decorrente da degradagdo dos seus
componentes, os proteoglicanos, glicoproteinas e glicosaminoglicanos que recobrem a
superficie das células endoteliais (Milford & Reade, 2019; Olde Engberink et al., 2015;
Yilmaz et al., 2019). Constata-se, consequentemente, a reducdo da espessura desta
estrutura (Oberleithner, 2012b; Oberleithner et al., 2011). Estabelece-se uma relagdo
inversamente proporcional entre a capacidade de tamponamento de sddio pelo
glicocdlice endotelial e a sensibilidade ao sddio (Oberleithner & Wilhelmi, 2013).
Adicionalmente, o compromisso do glicocdlice endotelial, compromete a sua
capacidade de tamponamento dos ides de sédio que, assim, tém acesso mais direto e
incrementado as células endoteliais (Oberleithner, 2012a; Oberleithner & Wilhelmi,
2013). Ocorre influxo aumentado de sdédio nas células endoteliais, através de canais
ENaC (Oberleithner, 2012a), culminando na alteracdo conformacional da actina
intracelular, para a forma F-actina, que confere maior rigidez celular (Fels et al., 2012;
Kusche-Vihrog, Jeggle, et al.,, 2014). Esta conformacdo dos filamentos de actina,
associada a maior rigidez endotelial, causa inibicdo da sintase de O&xido nitrico,
culminando em potenciacao do ténus vasoconstritor e disfuncdo endotelial (Fels et al.,
2012).

Tendo em conta a existéncia de uma relacao inversamente proporcional entre a
capacidade de tamponamento de sddio pelo glicocdlice endotelial e a sensibilidade ao
sddio, podem definir-se métodos de avaliacdo da sensibilidade ao sédio através da
andlise do glicocalice endotelial (McNally et al., 2022; Oberleithner & Wilhelmi, 2013).
De fato, em condic¢des in vivo, a exposicdo crénica a excesso de sal causa degradacao
dos constituintes anidénicos do glicocdlice eritrocitdrio, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos, provocando reducdo das cargas negativas, como sulfato de

heparano e acido sidlico. Logo, é afetado o potencial zeta, que representa a
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intensidade de forgas negativas estabelecidas entre eritrécitos (McNally et al., 2022).
Consequentemente, é afetada a velocidade de sedimentac¢do do eritrdcito, avaliada
nesta técnica (McNally et al.,, 2022). Em caso de extensa disrupcdo do glicocalice
eritrocitario, apds adicao, no protocolo, de dextrano, o composto ndao é tamponado
pelo glicocalice, causando agregacao eritrocitaria, através da formacdo de pontes de
ligacdo, o que se traduz por superior velocidade de sedimentagao (McNally et al.,
2022). Contrariamente, se existir um glicocdlice extenso e robusto, o dextrano é
tamponado pelo glicocdlice, ndo estabelecendo pontes de ligagao e, assim, agregacao
eritrocitaria. Neste caso, o valor da velocidade de sedimentacdo é inferior (McNally et
al., 2022).

Adicionalmente, perante exposicdo crdnica a sal, a disrupcdao do glicocdlice
endotelial conduz a perda de cargas anidnicas na superficie endotelial, reduzindo as
forgas repulsivas estabelecidas entre eritrécitos e células endoteliais (Oberleithner,
2013). Consequentemente, é aumentando o contato entre as células (Oberleithner,
2013). Nestas condi¢bes, o movimento dos eritrdcitos gera forgas de arrasto aplicadas
sobre as células endoteliais (Oberleithner, 2013). Consequentemente, o glicocalice
eritrocitario adquire carateristicas similares ao endotelial (Oberleithner, 2013). Desta
forma, através do seu estudo é possivel depreender as condicdes existentes no
glicocdlice endotelial (Oberleithner, 2013).

Recentemente, Oberleithner et al. demonstraram que, quando se promovia,
através da aplicacdo de forcas de arrasto, a interacdo entre os eritrécitos e a superficie
de células endoteliais, observava-se que o glicocalice eritrocitario adquiria as
carateristicas do glicocalice endotelial (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). De fato,
Oberleithner et al. verificaram, em condi¢bes in vitro, que, apds administracdo de
heparinase ao meio de cultura de células endoteliais, ocorria degradacdo dos residuos
de sulfato de heparina do glicocalice endotelial, e perda de cargas negativas
(Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Quando, posteriormente, se estabelecia a interacdo
entre eritrécitos e a superficie endotelial, por for¢cas de dragagem, constata-se,
igualmente, degradacdo do glicocdlice das células endoteliais (Oberleithner &
Wilhelmi, 2013). Esta observacdo conduziu a conclusdo de que a sensibilidade ao sddio

poderia ser determinada, indiretamente, através da avaliacdo da sensibilidade ao
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sddio do eritrocito (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Oberleithner et al. estabeleceram,

assim, o método de determinagao da sensibilidade ao sédio designado Salt blood test.

5.2.2. Protocolo do Novo Método de Determinacao da Sensibilidade ao Sédio

5.2.2.1. Teste de Sensibilidade ao Sédio (Salt Blood Test)

Recolhem-se, através de puncdo venosa, 2 mL de sangue, utilizando-se tubos
de recolha (“monovettes”) com adicdo de heparina (Sarstedt Company, Sarstedt,
Germany) (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Posteriormente, o sangue é transferido,
em frascos de plastico com 2 mL de capacidade (Eppendorf AG, Hamburg, Germany), e
centrifugado em 1800 x g, durante 5 minutos (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Sao
removidos, da solu¢do de centrifugacdo, o plasma e o sobrenadante (“buffy coat”)
(Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Os eritrécitos sdo sujeitos a duas lavagens
sequenciais, com 30 mL de solucdo de cloreto de sddio (solucdo de NaCl de
concentracao de 150 mM), a qual foi adicionada solucdo de tamponamento HEPES (10
mM HEPES = 2-(4-(2-h1droxietil)-1-piperazinil)-acido etanosulfénico) e albumina sérica
bovina, a 1% (PAA Clone, Coelbe, Germany) (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). E
necessaria esta quantidade de solucdo de lavagem para garantir a adequada remocédo
do glicocdlice endotelial (Oberleithner & Wilhelmi, 2013).

Em cada medicdo, 80 ul de eritrdcitos sujeitos a lavagem prévia (como descrito
acima) sao suspensos em 120 ul de solucdo de NaCl (solugdo de NaCl de concentragdo
entre 50 e 150 mM) (com hematdcrito fixo a 0,4), contendo 3% de dextrano (Sigma
4486, MW 70,000 D) (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). O dextrano é absorvido pela
superficie dos eritrécitos, desencadeando a agregacdo dos eritrécitos (Oberleithner &
Wilhelmi, 2013). Este fendmeno (macromolecular bridging) indica que as forgcas de
adesdo entre os eritrécitos ultrapassam, ou seja, tém intensidade superior, as forcas
eletrostdticas repulsivas (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Adicionou-se sucrose a
solucdo, em varios momentos, de modo a manter a osmolalidade (Oberleithner &

Wilhelmi, 2013).
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Assim, preparam-se solugdes com concentra¢des de NaCl variadas, entre 50 e
150 mM; concentragdes de sucrose varidveis; e concentragdes fixas de dextrano a 3%
(Oberleithner & Wilhelmi, 2013).

Posteriormente, preenchem-se, através de forcas de capilaridade, tubos
capilares para hematécrito (Safecap P75-2000, comprimento 75 mm, Scholz Company -
Neubiberg, Germany) com as suspensdes de eritrécitos (Oberleithner & Wilhelmi,
2013). Estes tubos, encerrados na extremidade inferior, sdo colocados, num suporte,
na posicao vertical (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). O protocolo descrito esta
esquematizado na figura 9 (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Mede-se a velocidade de
sedimentacdo dos eritrocitos em intervalos de tempo apropriados (Oberleithner &
Wilhelmi, 2013). Calcula-se, para amostras de sangue individuais, a sensibilidade do
eritrocito ao sddio, através do racio entre a velocidade de sedimentacdo dos
respetivos eritrécitos em solugcdes de NaCl de 150 e 125 mM de concentragdo,
respetivamente (sensibilidade do eritrocito ao sédio = Liso/Lips) (figura 10)
(Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Na populacdo normal, verificam-se indices de
sensibilidade ao sddio do eitrécito entre 2 a 8 (Oberleithner & Wilhelmi, 2013).

Denota-se que a avaliagdo da sensibilidade ao sédio dos eritrécitos de uma
amostra requer um volume de sangue de 200 ul, que pode ser obtido através da
puncdo de um dedo (Oberleithner & Wilhelmi, 2013).

O teste de sensibilidade ao sédio descrito foi realizado em temperatura
ambiente; as solucdes de NaCl tinham valores de pH de = 7,4 (devido a capacidade de
tamponamento enddégena da hemoglobina para um hematécrito fixo de 0,4)

(Oberleithner & Wilhelmi, 2013).
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5.2.2.1.1. Prova de Conceito

Tratamento dos Eritrdcitos por Forcas de Arrasto

De modo a comprovar a fiabilidade da técnica, Oberleithner et al.
desenvolveram um protocolo que permitisse testar a sua aplicabilidade, de modo a
constituir uma prova de conceito. Assim, cultivam-se, durante 4 dias, monocamadas
(com espessura de 1 célula endotelial) de células endoteliais (linhagem de células
humanas Eahy629), na base (com 75 cm? de area) de frascos, em meio de cultura, sem
(controlo) e com extrato vasoprotetor Crataegus WS 1442 (10 pug/ml) (Oberleithner &
Wilhelmi, 2013). Foi demonstrado, in vitro, que o extrato vasoprotetor melhora a
fungdo do glicocdlice (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Apds o periodo de 4 dias, o
meio de cultura é substituido por sangue (2,5 mL por frasco), colhido em voluntdrios
(tubos de recolha heparinizados, Sarstedt Company - Sarstedt, Germany) (Oberleithner
& Wilhelmi, 2013). Os frascos, colocados num agitador (4 turnos por minuto, a um
angulo de 7°), sdo colocados numa incubadora de culturas celulares (meio a
temperatura de 37 °C e 5% CO,), e agitados durante 3 horas, de modo a que haja
interagdao mecanica entre os eritrécitos e a superficie da camada de células endoteliais
(Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Mantendo estes parametros, pode estimar-se uma
velocidade média dos eritrécitos de cerca de 30 metros por hora, e uma distancia total
percorrida de 90 metros (durante 3 horas) (Oberleithner, 2013; Oberleithner &
Wilhelmi, 2013). Este procedimento designa-se tratamento por forca de dragagem
(Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Posteriormente, analisa-se o sangue na superficie das
monocamadas de células endoteliais, aplicando-se o teste de determinacdo da

sensibilidade ao sddio, Salt blood test, acima descrito (Oberleithner & Wilhelmi, 2013).
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5.3. Vantagens da Técnica

Este novo método de determinacdo da sensibilidade ao sdédio,
comparativamente ao método tradicional, é mais simples, menos laborioso,
requerendo para o doente apenas a colheita de uma pequena amostra de sangue
através da puncdo venosa, um método praticamente indolor. Adicionalmente, o
método estabelece um conjunto de etapas rigorosamente definidas e caraterizadas,
possibilitando minimizar a margem de erro associada a técnica, conferindo maior
fiabilidade aos resultados obtidos (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). E, ainda, mais
rapido, sendo um método relevante, pratico e acessivel, podendo ser extremamente
uma ferramenta benéfica para a decisdo terapéutica para os médicos da especialidade

de Medicina Geral e Familiar.

5.4. Limitacoes

Dado ser um método inovador, a técnica deve ser implementada, testada e
validada na populacao.
A implementacdo da técnica requer aparelhos e reagentes que envolvem algum

custo financeiro. Contudo, uma vez montada, trata-se de uma técnica acessivel.
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6. Discussao

A hipertensdo arterial sistémica constitui uma sindrome clinica caraterizada
pela elevacdo sustida dos valores de pressdo arterial (Brouwers et al., 2021;
Organization World Health & World Health Organization, 2012; Unger et al., 2020;
Williams et al., 2018). Tem etiologia multifatorial, decorrendo da interagdo complexa e
dindmica entre fatores, genéticos, epigenéticos, bioldgicos, ambientais e
socioecondmicos (Brouwers et al., 2021; Williams & Mancia, 2018). Na maioria dos
casos, cerca de 90% (Rassler, 2010), ndo se estabelece um fator ou fatores etioldgicos,
designando-se a condicdo de hipertensdo arterial essencial (Brouwers et al., 2021;
Williams & Mancia, 2018).

A sindrome hipertensiva constitui o principal fator de risco modificavel para o
estabelecimento de doencas cardiovasculares, bem como um dos principais fatores
contributivos para a morbilidade e mortalidade, a nivel mundial (Brouwers et al., 2021;
Unger et al., 2020; Williams & Mancia, 2018). De acordo com a Organiza¢do Mundial
de Saude, cerca de 1,28 bilides de pessoas, a nivel mundial, sdo hipertensas (World
Health Organization, 2021).

Associa-se a inumeras complicacOes cardiovasculares e renais (B. Zhou et al.,
2021), constituindo um dos principais fatores de risco modificdveis no que toca a
doenca cardiaca isquémica, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral,
demeéncia e doenca renal crénica (Felder et al., 2013; B. Zhou et al., 2021). Em 2015
causou, mundialmente, 10,7 milhdes de mortes (Mills et al., 2016) e 212 milhGes de
anos de Vida ajustados a incapacidade (Forouzanfar et al., 2017). Desta forma, assume
elevado custo social e econdmico (Mills et al., 2016). Estima-se que, em 2025, 29% da
populacdo adulta do mundo, aproximadamente 1,56 bilides de pessoas, terdo
hipertensdo arterial estabelecida (Calzerra et al., 2018).

Estabeleceu-se, na evidéncia cientifica gerada nas Uultimas décadas, uma
associacdo causal relevante entre o consumo de sal, a disrup¢dao da homeostasia de
sédio no organismo e o desenvolvimento de hipertensdo arterial (Ando & Fujita, 2012;
Balafa & Kalaitzidis, 2021; Organization World Health & World Health Organization,

2012). De acordo com a Sociedade Americana de Cardiologia, a hipertensdo arterial sal
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sensivel carateriza-se pela alteracdo dos valores de pressdo arterial concomitante a
variacdo do consumo de sal (Kurtz et al., 2017). A sensibilidade ao sal é definida como
a variacdo da pressdo arterial igual ou superior a 10 mmHg quando é alterado o
balanco de sal através de uma combina¢do de dieta e diuréticos de ansa (Ellison &
Welling, 2021). Estima-se que a sensibilidade ao sédio constitua um fator
etiopatogénico da hipertensao arterial em 30 a 50% dos casos (Balafa & Kalaitzidis,
2021). Este fendtipo associa-se a fatores etioldgicos, mecanismos e processos
fisiopatoldgicos diferentes relativamente ao subtipo sal resistente, o que se traduz
numa resposta diferencial a terapéutica instituida (Elijovich et al., 2016; Mishra et al.,
2018).

Varias meta-andlises estabeleceram um papel importante de fatores genéticos
no aumento da sensibilidade ao sédio, na espécie humana (Rassler, 2010).
Consideram-se relevantes polimorfismos em genes que codificam componentes do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), como o angiotensinogénio (Balafa &
Kalaitzidis, 2021; Mishra et al., 2018; Rassler, 2010), a enzima conversora de
angiotensina (ECA), a renina ou a sintase de aldosterona (Balafa & Kalaitzidis, 2021;
Rassler, 2010). Este sistema intervém na homeostasia do sédio e agua do organismo e,
logo, balanco do fluido extracelular (Ando & Fujita, 2012; Balafa & Kalaitzidis, 2021;
Rassler, 2010). Atribui-se, também, um papel importante a regulacdo central da
pressdo arterial, ativacdo do sistema nervoso simpatico e rim (Ando & Fujita, 2012;
Balafa & Kalaitzidis, 2021; Mishra et al., 2018; Rassler, 2010).

A sensibilidade ao sédio constitui um fator de risco independente para o
estabelecimento de doencas cardiovasculares e morbilidade e mortalidade
decorrentes (Felder et al., 2013; Kurtz et al., 2017). De fato, considera-se que acarreta,
a nivel progndstico, implicacdes tdo importantes como os fatores de risco
cardiovascular tradicionais, como a hipertensdo arterial (Kurtz et al., 2017). Mais ainda,
tem sido associada a resisténcia a insulina, dislipidémia e microalbumindria,
conferindo, assim, maior predisposicdo para a aterogénese e instalacdo de
mecanismos fisiopatdlogicos conducentes a doenca hipertensiva (Keane, 2001; M. S.
Zhou et al.,, 2014). Predispde, ainda, ao desenvolvimento de doenca renal crdnica,
carcinoma gastrico, osteoporose e asma (Felder et al., 2013). De fato, estima-se que a

reducdo do consumo diario de sal para os valores recomendados possibilitaria a
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prevencao de 2,5 milhGes de mortes anualmente (Organization World Health & World
Health Organization, 2012). Dado o impacto determinante da sensibilidade ao sédio no
gue concerne ao risco futuro de desenvolver doenca, o desenvolvimento de métodos
de avaliagdo e determinacdo da sensibilidade ao sédio assumem relevancia clinica
fulcral.

Multiplos métodos de avaliagdo da sensibilidade ao sédio foram desenvolvidos.
O método tradicional, atualmente a técnica gold standard, baseia-se nos pressupostos
defendidos por Guyton et al., postulados no seu modelo de homeostasia de sal no
organismo. O modelo de Guyton et al. propde a existéncia de dois compartimentos,
intravascular e intersticial, nos quais o sédio se distribui equitativamente (Hall & Hall,
2020; Wenstedt et al., 2018). Estabelece uma relacdo direta entre a composicdo do
organismo em sédio, o volume extracelular e a pressao arterial (Wiig et al., 2013).
Defende que os mecanismos renais que intervém na regulacdo do fluxo-sanguineo, da
pressdo hidrostatica glomerular e natriurese de pressdao asseguram o controlo da
pressao arterial a longo prazo, e a manutencdo da homeostasia (Wiig et al., 2013),
estando a sua faléncia na génese do desenvolvimento de hipertensao arterial sistémica
(Hall & Hall, 2020; Olde Engberink et al., 2020).

O método gold standard para determinacdo da sensibilidade ao sddio
pressupde o cumprimento de um plano dietético restrito, durante cerca de 2 semanas
(Kurtz et al.,, 2017). Nesse intervalo ocorre variagao drastica no consumo de sal,
estabelecendo-se ingestao elevada de sal numa semana e reduzida na seguinte, de
modo a avaliar a influéncia desta variacdo na pressao arterial (Kurtz et al., 2017).
Procede-se a colheita de urina de 24h, de modo a estimar a quantidade de sal ingerida
e eliminada, bem como a multiplas avaliacdes dos valores de pressao arterial, como
forma de avaliacdo a resposta da PA a variacdo do consumo de sal (Kurtz et al., 2017).

O método tem inumeras desvantagens associadas (Santos et al., 2020). Por
estabelecer uma dieta restritiva, é de dificil cumprimento pelos doentes, estando
associado a reduzida compliance, o que compromete a validade dos resultados obtidos
(Santos et al., 2020). Mais ainda, o protocolo é laborioso, complexo e dispendioso
(Santos et al., 2020), requerendo absentismo profissional ou laboral, gerando, assim,

custos socioecondmicos importantes.
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Adicionalmente, a evidéncia recente refutou a validade cientifica deste método
(Santos et al., 2020). De fato, constatou-se, em ensaios clinicos desenvolvidos sob
condicbes controladas, a dissociacdo entre a ingestdo e excrecdo de sédio na urina,
num periodo de 24 horas (Lerchl et al., 2015; Santos et al., 2020; Titze, 2014; Wenstedt
et al., 2018). Na verdade, os investigadores constataram variacdes ciclicas na excre¢ado
renal de sddio, de periodicidade de cerca de um més, que consideraram serem
influenciados pela variacdo ritmica de eixos neuroendécrinos reguladores, de
periodicidade semanal, das hormonas de Aldosterona, Cortisol e Cortisona (Titze,
2014)(Rakova et al., 2013; Titze, 2014). Constataram, sob influéncia das alteracGes
hormonais, a ocorréncia de armazenamento e excrecao ciclicas de sdédio em
compartimentos reservatérios do organismo, nomeadamente o endotélio, a pele, o
musculo, a cartilagem e o osso (Lerchl et al., 2015; Titze, 2014). De fato, as flutuacdes
dos eixos hormonais introduziam uma variavel de confundimento, gerando um erro de
estimativa de consumo de sal de até 3g por dia (Lerchl et al., 2015; Polychronopoulou
et al,, 2019).

Assim, tendo em conta a variabilidade mensal ciclica da excrecdo urinaria de
sodio detetada, e o desacoplamento entre o consumo e excre¢ao de sédio subjacentes
(Lerchl et al., 2015; Santos et al., 2020; Titze, 2014; Wenstedt et al., 2018), ndo se
torna possivel estimar o consumo de sédio para um intervalo temporal de 24 horas
com base na excrec¢do urinaria nesse periodo (Santos et al., 2020). Assim, é refutada a
validade cientifica do método tradicional, gold standard, para a determinacdo da
sensibilidade ao sodio (Santos et al., 2020).

O novo método proposto por Oberleithner et al., é sustentado por evidéncia
cientifica recente, obtida em ensaios desenvolvidos em ratinhos (Oberleithner &
Wilhelmi, 2013). Os autores fundamentam a técnica com base no principio da
disrupcdo do endotélio apds exposicdo a uma carga de sal (Oberleithner & Wilhelmi,
2013). Estes resultados foram, adicionalmente, constatados em inUmeros outros
estudos (Olde Engberink et al., 2020; Patik et al., 2021; Yilmaz et al., 2019).

O endotélio vascular constitui a superficie luminal de todos os vasos do
organismo (Kriiger-Genge et al., 2019; Lenasi, 2018; Olde Engberink et al., 2015). E
composto por células endoteliais, recobertas por uma estrutura em escova de

proteoglicanos, glicoproteinas e glicosaminoglicanos, que compde o glicocalice
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endotelial (Lenasi, 2018; Olde Engberink et al., 2015; Patik et al., 2021; Yilmaz et al.,
2019). Esta estrutura tem inumeras fungdes, tais como a composi¢dao de uma barreira
entre o sangue e as células endoteliais, com carga negativa, exercendo forcas de
repulsdo sob os compostos anidnicos do plasma, como a albumina; deste modo, é
também importante para a regulacdo da permeabilidade endotelial (Finfer et al., 2018;
Oberleithner, 2012b; Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz et al., 2019). Adicionalmente,
constituiu uma estrutura essencial para a transmissao de sinais mecanicos gerados
pela corrente sanguinea as células endoteliais (Oberleithner, 2012b; Patik et al., 2021;
Yilmaz et al., 2019). De fato, através da sua ligacdo ao citoesqueleto citoplasmatico, os
componentes do glicocdlice transmitem a sua deformacdo ao meio intracelular,
desencadeando ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular (Cosgun et al., 2020;
Schierke et al.,, 2017). Uma via de mecanotransducdo essencial para o tépico da
hipertensao arterial constitui a que transmite sinais desencadeados pela tensdo de
cisalhamento, culminando na ativacdo da sintase de dxido (Oberleithner et al., 2011;
Potje et al., 2021; Villalba et al., 2021). Assim, estabelece-se acoplamento entre a
tensdo de cisalhamento aplicada pela coluna de sangue sobre o endotélio e a
vasodilatacdo (Oberleithner et al., 2011). Esta via de mecanotransducdo é ainda
importante para assegurar a adequada producdo de compostos como a prostaciclina,
bem como a inibi¢cdo da sintese de endotelina 1, tromboxano A, e espécies reativas de
oxigénio, assegurando-se a manutengdo de um fendtipo endotelial vasodilatador
(Deanfield et al., 2007a; Schwartz et al.,, 2010), antiproliferativo, antioxidante e
antitrombético (Lenasi, 2018). Pelo contrario, a sintese aumentada dos compostos
vasoconstritores e pré-trombéticos referidos gera disfuncdo endotelial, associada a
manutencdo de um tonus vasoconstritor aumentado e inibicdo da vasodilatacado
(Lenasi, 2018). Por ultimo, uma funcdo do glicocdlice essencial para a sustentacdo da
validade cientifica da técnica descrita é a de tamponamento das cargas de sddio
perante exposicdo a sal (Oberleithner, 2012a). Neste caso, através da ligacdo dos
catides as cargas anidnicas dos proteoglicanos, glicoproteinas e glicosaminoglicanos
endoteliais, ocorre tamponamento e armazenamento temporario destas cargas no
endotélio (Oberleithner, 2012a). Adicionalmente, a retencdo de sddio no glicocdlice
reduz o seu acesso as células endoteliais (Oberleithner, 2012a). O influxo endotelial

excessivo de sodio, através dos canais ENaC, associa-se a alteracdo da conformacao
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dos filamentos de actina, da forma globular (G-actina), que confere maleabilidade ao
cortex celular, para a forma F-actina. A conformacgdo F-actina, alcancada através da
polimerizacdo da actina monomérica, G-actina, confere rigidez a célula endotelial e,
logo, menor deformabilidade das células endoteliais pela coluna de sangue e ativagao
da via de mecanostransducdo previamente descrita. Adicionalmente, a F-actina inibe,
diretamente, a ativacao da sintase de 6xido nitrico. Desta forma, ha menor produgao
do composto vasodilatador, e consequente promocdo de um estado vasoconstritor,
associado a maior resisténcia vascular e, assim, valores de pressado arterial superiores.

A exposicdo crénica do endotélio a excesso de sal (Oberleithner et al., 2011;
Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz et al., 2019), bem como a hiperhomocisteinémia,
doencas criticas como sépsis, trauma grave ou doencas cronicas como a diabetes
mellitus e a doenca renal crénica causam alteracées que comprometem a estrutura e
funcdo do endotélio (Olde Engberink et al., 2015; Yilmaz et al., 2019). Verifica-se,
nestas condicbes, ativacdo de proteases e consequente disrupcdao do glicocdlice
endotelial (Oberleithner et al., 2011). De fato, constatou-se, em ensaios, a reducdo da
espessura desta estrutura (Oberleithner et al.,, 2011). Estabeleceu-se uma relacdo
inversamente proporcional entre a capacidade de tamponamento de sédio pelo
glicocdlice endotelial e a sua espessura (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Assim,
conclui-se que a desintegracdao do GE confere sensibilidade aumentada ao sédio
(Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Adicionalmente, a partir de resultados obtidos em
ensaios pioneiros, observou-se que, através da promocdo de contato entre células
endoteliais e eritrécitos através da aplicagdo de forgas de arrasto, o glicocalice
eritrocitario assumia carateristicas idénticas as do glicocdlice endotelial (Oberleithner
& Wilhelmi, 2013). Assim, assume-se que o estudo do glicocdlice eritrocitario fornece
informacgdes relativas ao glicocalice das células endoteliais (Oberleithner & Wilhelmi,
2013). Deste modo, através da aplicacdo de técnicas sobre eritrécitos, é possivel
estimar a sensibilidade ao sédio do individuo (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Com
base nestes resultados, Oberleithner et al. desenvolveram a nova técnica descrita
neste trabalho (Oberleithner & Wilhelmi, 2013).

Este novo método de determinagao da sensibilidade ao sédio tem inumeras
vantagens em relacdo ao tradicional (Oberleithner & Wilhelmi, 2013). Para o doente,

implica apenas a recolha de sangue através de puncdo venosa (Oberleithner &
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Wilhelmi, 2013). Adicionalmente, o autor assume a possibilidade de alteragdo de
protocolo para incluir a recolha de sangue por pungdo de um dedo (Oberleithner &
Wilhelmi, 2013). E uma técnica muito mais vantajosa para o doente, praticamente
indolor, menos dispendiosa e sem os problemas de compliance, absentismo laboral e
profissional decorrentes do método tradicional (Santos et al., 2020). Implica o
investimento em aparelhos de laboratério dispendiosos; contudo, uma vez obtidos e
montada a técnica, gera menos custos financeiros.

Posteriormente ao estabelecimento da técnica Salt Blood Test, Oberleithner et
al. desenharam uma versdo encurtada, designada Salt Blood Test Mini, com um
protocolo mais simples (Oberleithner & Wilhelmi, 2016). Requer recolha de apenas 50
pL de sangue por puncdo de um dedo, adicdo de uma solucdo cocktail de NaCl
prevista, e agitacdo da solucdo (Oberleithner & Wilhelmi, 2016). Depois, a amostra é
transferida para um tubo, colocado, na posicdo vertical, durante 60 minutos
(Oberleithner & Wilhelmi, 2016). Subsequentemente, mede-se a dimensdo do
sobrenadante. Pode, depois, determinar-se a sensibilidade ao sédio através da
aplicagdo de uma férmula (sensibilidade ao sédio = sobrenadante/valor standard * 100
* sobrenadante; o valor standard, determinado a partir de dois estudos de coorte, é de
21,4 mm para o sexo masculino e 26,1 mm para o sexo feminino) (Oberleithner &
Wilhelmi, 2016). Contudo, constataram-se, apds andlise dos resultados obtidos através
do método, ligeiras discrepancias, decorrentes da incapacidade de manter o
hematdcrito fixo a 0,4, como pressuposto na técnica original. No entanto, quando este
fator era corrigido, os resultados obtidos através dos dois métodos eram similares
(Oberleithner & Wilhelmi, 2016). O novo método é mais simples, requerendo uma
amostra de sangue menor, por uma técnica simples (Oberleithner & Wilhelmi, 2016).
Para além disso, ndo sdo necessarios aparelhos de laboratério dispendiosos
(Oberleithner & Wilhelmi, 2016). Por ser simples e requerer equipamento de facil
utilizacdo e pouco dispendioso, este método é ainda mais acessivel do que o original,
podendo o protocolo ser cumprido pelo préprio individuo (Oberleithner & Wilhelmi,
2016). Contudo, ainda é necessdrio desenvolver mais ensaios para comprovar a
fiabilidade da técnica (Oberleithner & Wilhelmi, 2016).

A sensibilidade ao sodio decorre de fatores etioldgicos especificos, que geram

alteragdes e disfuncdo da homeostasia, gerando um quadro fisiopatoldgico singular,
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que, atuando no organismo, estabelece a doenca (Elijovich et al., 2016; Mishra et al.,
2018). De modo a restabelecer o normal funcionamento fisioldgico e a homeostasia, é
necessario conhecer e intervir ao nivel dos mecanismos e eixos patolégicos
estabelecidos. Assim, a abordagem do doente requer o reconhecimento destas
carateristicas, contemplando um plano terapéutico farmacolégico e nao farmacoldgico
adaptado a este subtipo de hipertensdo arterial (Elijovich et al., 2016; Mishra et al.,
2018).

Constatou-se, em ensaios, que os doentes sal sensiveis registam uma maior
reducdo da pressao arterial através da reducdo do consumo de sal (Mishra et al.,
2018). Desta forma, a avaliacdo da sensibilidade ao sédio de um doente hipertenso
assume importancia no que concerne a abordagem ndo farmacoldgica da pressdo
arterial (Mishra et al., 2018). De fato, constata-se, em caso de reduc¢do do consumo de
sal em 100 mmol por dia, que se alcanga uma diminuicdo da pressao arterial sistélica e
diastélica médias de 7,1 e 3,8 mmHg, respetivamente (Jeremiah Stambler, 1997).
Pressupbe-se, tendo em conta os mecanismos fisiopatolégicos estabelecidos, que uma
dieta DASH (Intervencdes na Dieta para Abolir a Hipertensdo) (Mishra et al., 2018; Pilic
et al.,, 2016), aumento do consumo de potdssio, cdlcio, vitamina D, vitaminas
antioxidantes e proteinas ricas em L-arginina possa associar-se a um efeito benéfico
em individuos sal sensiveis (Pilic et al., 2016). Contrariamente, uma dieta tipicamente
ocidental, rica em gorduras saturadas, sucrose, frutose, que inclui consumo excessivo
de alcool, pode exacerbar alteracdes da pressao arterial associadas ao fendtipo sal
sensivel (Pilic et al., 2016). A identificacdo de potenciais mecanismos conferentes de
sensibilidade ao sddio em populacdes suscetiveis possibilita a definicdo de alteracdes
na dieta e estilos de Vida protetoras e preventivas ou, por oposicdo, nefastas (Pilic et
al., 2016). Esta evidéncia é essencial para a estabelecimento de guidelines para a
abordagem e tratamento da hipertensao arterial sistémica, bem como prevencdo de
doenca cardiovascular, em conformidade e sob medida para esta populacdo especifica
(Pilic et al., 2016).

Constata-se também a necessidade de desenvolvimento de um plano
terapéutico farmacoldgico a populagdo sal sensivel (Mishra et al., 2018). Mishra et al.
sugeriram que a administracdo de Azilsartan, um antagonista dos recetores de

angiotensina desenvolvido recentemente, que inibe o contratransportador de Na*/K"
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no tubo contornado proximal, pode beneficiar estes doentes (Mishra et al., 2018).
Assumem que podem advir beneficios para o tratamento deste subtipo de hipertensao
arterial de futura investigacdo nesta area (Mishra et al., 2018).

Han Qi et al. desenvolveram uma meta-andlise, em que avaliaram os resultados
obtidos em 25 ensaios (com uma amostra total de 1935 voluntdrios) comparativos da
eficacia entre 2 antihipertensores no tratamento da hipertensao arterial sal-sensivel
(Qi et al., 2018). Os outcomes incluidos englobavam variacGes na pressdo arterial
média, bem como pressao arterial sistdlica e diastdlica (Qi et al., 2018). Concluiram
qgue, para os doentes hipertensos sensiveis ao sal e sem comorbilidades, a terapéutica
mais eficaz consistia na combinacdo de um antagonistas dos canais de calcio e
hidroclorotiazida, associado a consumo moderado de sal (Qi et al.,, 2018). Para os
doentes hipertensos sensiveis ao sal obesos, a combinacdo terapéutica mais adequada
revelou ser a associacao de um farmaco antagonista de canais de célcio e metformina,
mantendo-se, igualmente, a promocdo de ingestdo moderada de calcio (Qi et al.,
2018).

Atualmente, as guidelines para o tratamento da hipertensdo arterial sistémica,
tanto da Sociedade Europeia de Cardiologia, como da Sociedade Europeia de
Hipertensdao Arterial, ndo preveem ou definem uma abordagem diferencial dos
doentes hipertensos consoante o seu fenétipo caraterizador, sal sensivel ou sal
resistente. Contudo, conforme abordado ao longo deste Trabalho Final de Mestrado,
foi comprovado, na literatura, a existéncia de mecanismos fisiopatoldgicos especificos
a este fendtipo, bem como demonstrados os beneficios decorrentes de uma
abordagem diferencial, ajustada (Elijovich et al.,, 2016; Mishra et al., 2018). Assim,
revela-se essencial o aprofundamento da investigacdo basica e clinica nesta area, de
modo a amplificar a literatura existente sobre este tépico. E fulcral a analise da
literatura através de meta-andlises, gerando evidéncia de elevada qualidade, que
possa ser integrada e utilizada para fundamentar principios de abordagem ajustados
ao fendtipo sal sensivel da hipertensdo arterial, constituindo novas guidelines

adaptadas.
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7. Conclusoes

Este novo método de determinacdo da sensibilidade ao sédio tem inUmeras
vantagens comparativamente ao método tradicional, considerado como gold standard.
De fato, o método tradicional é laborioso, complexo e dispendioso. Inclui um protocolo
de dificil cumprimento pelos doentes, por requerer uma dieta restritiva durante um
periodo de duas semanas, bem como disponibilidade para se efetuarem multiplas
avaliagdes dos valores tensionais e para a colheita da urina produzida em vinte e
quatro horas, exigindo absentismo profissional ou laboral, gerando custos
socioecondmicos. Contrariamente, o novo método proposto por Oberleithner et al.,
Salt Blood Test, é mais simples, menos laborioso, requerendo para o doente apenas a
colheita de uma pequena amostra de sangue através da puncdo venosa, um método
praticamente indolor. Adicionalmente, o método estabelece um conjunto de etapas
rigorosamente definidas e caraterizadas, possibilitando minimizar a margem se erro
associada a técnica e, assim, aumentar a fiabilidade dos resultados obtidos
(Oberleithner & Wilhelmi, 2013).

Deste modo, a nova metodologia de determinagao da sensibilidade ao sédio
descrita neste trabalho final de mestrado, pode revelar beneficios determinantes para
a abordagem do doente sal sensivel. De fato, possibilita a avaliagdo do risco de
desenvolvimento de doencas a médio e longo prazo e, consequentemente, a aplicacdo
de planos e medidas preventivas, visando a preservacdo da saude e prevencdo de
doenca. Constitui, deste modo, uma ferramenta de extrema importancia em contexto
dos cuidados de saude primarios, que asseguram o seguimento das populacdes ao
longo da sua vida. De fato, possibilitando ao médico especialista em Medicina Geral e
Familiar a estratificacdo do risco de doenca e morbimortalidade dos seus doentes,
revela-se determinante para a definicdo de estratégias preventivas ajustadas ao risco

individual, na perspetiva de prevencao primordial e primdria.
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8. Perspetivas Futuras

Como perspetiva futura, pretende-se obter a validacdo da técnica,
possibilitando a sua implantagdo na populagdo portuguesa, e utilizagdo na pratica

clinica, nas populagdes alvo.
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