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Resumo 
 

O objetivo da presente Tese foi investigar se a desnutrição crônica modifica as respostas 

à Rostafuroxina em ratos jovens desnutridos e hipertensos. Hipotetizamos que a alta 

atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona local encontrado em ratos 

desnutridos poderia sustentar estas mudanças.  A desnutrição crônica foi induzida em 

ratos machos usando uma dieta multideficiente conhecida como Dieta Básica Regional 

(DBR), mimetizando hábitos alimentares em regiões empobrecidas em todo o mundo. 

Os animais receberam a DBR – ou uma dieta controle/CTR para roedores – desde o 

desmame até 90 dias; e Rostafuroxina (1 mg/kg de massa corporal) foi administrada por 

via oral durante os últimos 30 dias. Ratos desnutridos tornaram-se hipertensos aos 55–

60 dias de idade (registro por  pletismografia de cauda). Durante os últimos dois dias, os 

ratos foram alojados em gaiolas metabólicas para medir ingesta de alimento/energia, 

água e Na+, e volume urinário. Sangue e rins foram coletados após a eutanásia no dia 

90. A Rostafuroxina aumentou a ingestão de alimento/energia e Na+ em ratos CTR e 

DBR, mas teve efeitos opostos no balanço de Na+ (ingestão menos excreção urinária): 

negativo em CTR e positivo em DBR. A droga normalizou a diminuição da concentração 

plasmática de Na+ encontrada em ratos DBR, aumentou o volume urinário em DBR, mas 

não em CTR, e diminuiu e aumentou a concentração urinária de Na+ nos grupos DBR e 

CTR, respectivamente. A Rostafuroxina diminuiu a atividade da (Na++K+)ATPase 

sensível a ouabaína e aumentou a da Na+-ATPase sensível a furosemida e resistente a 

ouabaína das células do túbulo proximal em ambos os grupos; e normalizou a pressão 

arterial sistólica em DBR sem efeito em ratos CTR. Concluímos que a desnutrição 

crônica modifica a resposta à Rostafuroxina da pressão arterial, do metabolismo calórico, 

da distribuição de Na+ nos compartimentos líquidos, da mobilização de Na+ de 

compartimentos não osmóticos, do balanço hídrico e de Na+ e a atividade das ATPases 

renais transportadoras de Na+. 

Palavras-chave: Rostafuroxina; hipertensão arterial; desnutrição crônica; Dieta Básica 

Regional; balanço de sódio e água; ATPases renais transportadoras de Na+  
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Abstract 
 

The aim of this PhD Thesis was to investigate whether chronic undernutrition modifies 

the response to rostafuroxin in juvenile rats. Chronic undernutrition was induced in male 

rats using a multideficient diet known as Regional Basic Diet (RBD), mimicking alimentary 

habits in impoverished regions worldwide. Animals were given RBD – or a control/CTRL 

normal diet for rodents – from weaning to 90 days, and rostafuroxin (1 mg/kg body mass) 

was orally administered during the last 30 days. Undernourished rats became 

hypertensive at 55–60 days of age (tail-cuff recording). During the last two days, the rats 

were hosted in metabolic cages to measure ingestion of food/energy, water, and Na+; and 

urinary volume. Blood and kidneys were collected after euthanasia on day 90. 

Rostafuroxin increased food/energy and Na+ intake in CTRL and RBD rats but had 

opposite effects on Na+ balance (intake minus urinary excretion): negative in CTRL and 

positive in RBD. The drug normalized the decreased plasma Na+ concentration found in 

RBD rats, increased urinary volume in RBD but not in CTRL, and decreased and 

increased urinary Na+ concentration in the RBD and CTRL groups, respectively. 

Rostafuroxin decreased the ouabain-sensitive (Na++K+)ATPase and increased the 

ouabain-resistant, furosemide-sensitive Na+-ATPase from proximal tubule cells in both 

groups, and normalized the systolic blood pressure in RBD without effect in CTRL rats. 

We conclude that chronic undernutrition modifies the response of blood pressure, caloric 

metabolism, Na+ distribution in liquid compartments, mobilization of Na+ from non-

osmotic compartments, Na+ and water balance, and activity of renal Na+-transporting 

ATPases to rostafuroxin. 

 

Keywords: Rostafuroxin; arterial hypertension; chronic undernutrition; Regional Basic 

Diet; sodium and water balance; renal Na+-transporting ATPases 

 

 

 

 

 

 



9 
 

Lista de Ilustrações                                                                                pag 

 
Figura 1. Evolução da desnutrição no mundo entre 2005 a 2021............................... 15 

Figura  2. Distribuição mundial da fome, considerando níveis de insegurança alimentar 

de 2021......................................................................................................................... 16 

Figura 3. Associação de processos de geração de gases de efeito estufa e 

aquecimento global com insegurança alimentar e com desnutrição e 

obesidade...................................................................................................................... 17 

Figura 4. Modelo proposto para interações entre mudanças climáticas e COVID-

19................................................................................................................................... 18 

Figura 5. Citações (até 2020) do trabalho de Teodósio et al. (1990) em diferentes 

disciplinas e processos.................................................................................................. 24 

Figura 6. Bufadienolídeos.............................................................................................. 26 

Figura 7. Molécula de Rostafuroxina............................................................................ 28 

Figura 8. Linha do tempo da obtenção e do tratamento dos grupos 

experimentais................................................................................................................ 33 

Figura 9. Massa corporal dos animais no 90º dia de vida............................................ 39 

Figura 10. Ingesta de ração e energia em 24h............................................................. 41 

Figura 11. Dosagem da concentração de albumina plasmática ([albu-

mina]pls).......................................................................................................................... 43 

Figura 12. Ingesta de Na+ em 24 h............................................................................... 44 

Figura 13. Ingesta de água em 24 h............................................................................. 46 

Figura 14. Medidas de volume urinário em 24 h, concentração urinária de Na+ e 

excreção urinária de Na+ em 24 h................................................................................. 48 

Figura 15. Balanço de Na+ em 24 h.............................................................................  50 

Figura 16. Balanço de água em 24 h ..........................................................................  53 

Figura 17. Concentração plasmática de Na+ ([Na+]pls)................................................. 55 

Figura 18. Atividade das ATPases transportadoras de Na+ em túbulos proximais 

renais............................................................................................................................ 58 

Figura 19. Pressão arterial sistólica............................................................................. 60 

Figura 20. “Graphical Abstract” do manuscrito vinculado à Tese (ANEXO I) ............ 63 

 

 
 



10 
 

Lista de tabelas                                                                              pag 
 

Tabela 1. Composição da dieta controle (CTR) e da Dieta Básica Regional 

(DBR)..................................................................................................................  23 

  



11 
 

Lista de abreviaturas e siglas 
 
[Na+]pls : Concentração plasmática de sódio 
[Na+]ur  : Concentração urinária de sódio 
AMP : Adenosina monofosfato 

Ang II: Angiotensina 2 

Ang-(3–4):  Angiotensina 3-4 

ANOVA:  Análise de Variância 
ARRIVE:                                                   Pesquisa Animal: Cuidados em experimentos 

in vivo 
ATP : Adenosina trifosfato 
Bis-TRIS-Propano : 1,3-bis(tris(hidroximetil)metilamino)propano 

Ca2+:  Cálcio 
CEUA : Comissão de Ética para o Uso de Animais 
COVID-19:   Doença do Coronavírus de 2019 
CTR :  Grupo Controle 
DBR :  Dieta Básica Regional 

EDTA : Ácido etilenodiamino tetra acético 
FAO : Organização das Nações Unidas para a                 

Alimentação e a Agricultura 
FIOCRUZ: Fundação Oswaldo Cruz 
GBD: Carga Global de Morbidade 
HCl :  Ácido Clorídrico 

HEPES : Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanossulfônico 

HNO3 : Ácido Nítrico 
K+  Potássio 

KCl : Cloreto de Potássio 
MC Massa corporal 

MgCl :  Cloreto de Magnésio 
Na+ Sódio  

NaCl : Cloreto de Sódio 
NCD: Doenças Crônicas Não Transmissíveis 
Pi : Fosfato inorgânico 

PLS:  Plasmático 
PMSF : Fluoreto de Fenilmetilsulfonilureia 
PST 2238 : 17beta-(3-furil)-5beta-androstano-3beta, 

14beta, 17alfa-triol 
Rosta: Rostafuroxina 
RPM :  Rotações por minuto 

SRAA: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona 
Src-SH2: Domínio SH2 da proto-oncogênica tirosina 

kinase 
TRIS : Hidroximetil-aminometano  
Ur: Urinário 
UNICEF: Fundo das Nações Unidas para a Infância 



12 
 

WHO:  Organização Mundial da Saúde 

  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

1. Introdução 

 

1.1. A desnutrição no mundo. Coexistência com outras pandemias num 

contexto histórico. 

A Humanidade, ao longo da História de milênios, conviveu com a fome e a des-

nutrição de maneira crônica em vastas e mutantes regiões do mundo, com agravamen-

tos agudos que – muitas vezes – foram de longa duração (Otter, 2010). A fome, definida 

como uma sensação física desconfortável ou dolorosa causada pelo consumo insufici-

ente de energia alimentar (WHO, 2021) se separa conceitualmente da desnutrição, defi-

nida como a condição de um indivíduo cujo consumo habitual de alimentos é insuficiente 

para fornecer em média a quantidade de energia dietética necessária para manter uma 

vida normal ativa e saudável (FAO, 2022). Todavia, a própria FAO tem usado a preva-

lência de desnutrição como indicador para estimar a fome no mundo, de modo que a 

fome pode ser referida – e compreendida – como desnutrição (FAO, 2022) e, portanto, 

como categorias intercambiáveis. Categorias que se ressentem da desigualdade socio-

econômica e que identificam a fome como a principal consequência da primeira, agra-

vada pela precariedade de acesso a serviços de saúde, água potável e saneamento 

básico (Global Hunger Index, 2022). Aos dois conceitos se soma o da insegurança ali-

mentar, definida como falta de garantias para o acesso regular e permanente a alimentos 

em quantidade e qualidade suficiente para a sobrevivência (FAO, 2022).  

Na insegurança alimentar podem ser reconhecidos diferentes níveis. Ela é consi-

derada moderada quando as pessoas reduzem a qualidade e/ou a quantidade de seus 

alimentos e estão inseguras sobre a sua capacidade de obtê-los devido à falta de di-

nheiro ou outros recursos. Torna-se severa quando as pessoas permanecem sem ali-

mentos, passando um dia ou mais sem se alimentar, tornando-se um indicador de fome 

(FAO, 2022). Estes documentos recentes também estimam em aproximadamente 
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800.000.000 pessoas aqueles que se encontram atualmente em situação de fome no 

mundo. Um aumento de 150.000.000 pessoas desde o início da pandemia de COVID-

19, refletindo desigualdades exacerbadas entre os países na recuperação econômica e 

na perda de renda entre os mais afetados pela pandemia. A Figura 1 mostra a evolução 

temporal da prevalência de desnutrição no mundo 2005–2021, que permite visualizar um 

aumento acelerado a partir do início da pandemia depois de um decréscimo inicial e de 

estabilização a partir de 2015. Em números, um aumento de 8% para quase 10%. 

Se a Figura 1 apresenta dados referentes ao mundo como um todo, a Figura 2 

individualiza para cada país os diferentes níveis de desnutrição por severidade, sendo 

que o nível baixo corresponde a ≤ 9,9% da população sob condições (somadas) de in-

segurança alimentar/desnutrição e o extremamente alarmante a partir de uma porcenta-

gem somando ≥ 50%. Note-se a existência de níveis alarmantes (35,0–49,9%) em paí-

ses conflagrados da África Central, na Síria, na Somália, e no Yemen, o que mostra o 

papel da guerra e da instabilidade política para o crescimento e a persistência da fome 

em regiões empobrecidas. 

A associação entre evolução da desnutrição no mundo e a recente pandemia de 

COVID-19 acima mencionada, nos conduz a um conceito desenvolvido em anos 

recentes: o de sindemia ou ocorrência simultânea de várias pandemias (Swinburn et al., 

2019), entrelaçadas na causalidade e nas consequências. O estudo do grupo de trabalho 

do periódico The Lancet mencionava em 2019 apenas as pandemias de desnutrição, de 

obesidade e de mudanças climáticas constituindo numa sindemia, reconhecida como de 

grandes proporções (Dietz & Pryor, 2022). As Figuras 3 e 4 esquematizam, 

respectivamente as propostas/processos envolvendo mudanças que as entrelaçam com 

desnutrição e obesidade (Figura 3) e com a recente pandemia de COVID-19 (Figura 4), 

que poderá ser outra ainda desconhecida em futuros não previsíveis. 
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Figura 1. Evolução da desnutrição no mundo entre 2005 e 2021. O gráfico apresenta porcentagens (curva 

laranja) e número absoluto de pessoas desnutridas em milhões (curva azul). Retirado de FAO, 2022; com 

permissão. 
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Figura 2. Distribuição mundial da fome, considerando níveis de insegurança alimentar. Retirado de FAO, 

2022; com permissão.   
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Figura 3. Esquema que associa processos de geração de gases de efeito estufa e aquecimento global 

com insegurança alimentar e com desnutrição e obesidade. Retirado de Dietz & Pryor, 2022; com permis-

são.  
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Figura 4. Modelo proposto para interações entre mudanças climáticas e COVID-19. (A) Fatores 

socioeconômicos, climáticos e de saúde aumentando o risco de COVID-19 através do impacto em 

diferentes alvos. (B) Fases de crescimento e involução da pandemia da COVID-19 considerando tempos 

e escalas geográficas diferentes. Note-se a associação entre a pandemia de COVID-19 e a patologias 

crônicas não transmissíveis indicada na parte superior externa do esquema. Retirado de Ford et al., 2022; 

com permissão. 
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1.2. A desnutrição no Brasil: O agravamento nos últimos anos. 

 Embora a Figura 2 mostre o Brasil com um nível de insegurança alimentar baixo 

(≤ 9,9%), a situação não pode ser considerada aceitável em número absoluto de pessoas 

e, fundamentalmente, em função da evolução em anos recentes e das acentuadas 

disparidades regionais. Desde uma perspectiva diferente, deve ser considerado que o 

país havia saído do Mapa da Fome da FAO em 2014, mas voltou a figurar em anos 

seguintes, com agravamento especial ao longo da pandemia de COVID-19 (c.f. Guedes, 

2022; agência senado). Merece citação o seguinte texto da mesma publicação, que 

quantifica esse quadro de insegurança alimentar: “Em 2022, o Segundo Inquérito 

Nacional sobre Insegurança Alimentar no contexto da pandemia de COVID-19 apontou 

que 33,1 milhões de pessoas não têm garantido o que comer – o que representa 14 

milhões brasileiros em situação de fome. Conforme o estudo, mais da metade (58,7%) 

da população brasileira convive com a insegurança alimentar em algum grau: leve, 

moderado ou grave.” (c.f. Guedes, 2022; agência senado). 

 A análise da distribuição geográfica destas porcentagens nos mostra outra 

dimensão da gravidade deste quadro no Brasil. A média nacional de 58,7% esconde que 

ela chega a 68% no Nordeste e a 72% no Norte. Assim, a fome faz parte do dia-a-dia de 

21% das famílias do Nordeste e de 26% das famílias da região Norte, sendo de 15% no 

país como um todo. 

 A questão do impacto da desnutrição em populações vulneráveis para além dos 

números mostrados na Figura 2, mereceram atenção em documento da Associação 

Brasileira de Nutrição em 2018 com base em relatório da FAO. Este relatório destacava 

que a fome, a desnutrição e a falta de micronutrientes têm impacto mais alto sobre as 

pessoas de baixa renda, mulheres, povos indígenas, afrodescendentes e famílias rurais 

da América Latina (incluindo o Brasil) e do Caribe. Comparativamente, as mulheres são 

mais afetadas que os homens e os indígenas mais do que os não indígenas, com uma 
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diferença que se acentua em crianças (Associação Brasileira de Nutrição, 2018).  

 Pela sua contemporaneidade, não se pode deixar de analisar a situação das 

populações indígenas no Brasil, especialmente em relação às crianças, estudada a partir 

de 2014. Em 2020, um relatório da UNICEF e da FIOCRUZ apontava que 80% das 

crianças yanomamis apresentava baixa estatura para a idade, 50% baixo peso para a 

idade e 70% diversos quadros de anemia e, para exemplificar o risco de associação 

entre a dupla carga de má nutrição (desnutrição com baixa estatura para a idade e risco 

de sobrepeso/obesidade), esta porcentagem alcançava quase 20% (UNICEF, 2020). Aos 

fatores já introduzidos acima, foram apontados o gasto energético dos grandes 

deslocamentos no interior da floresta para caça e coleta num cenário de abandono 

sanitário com limitado – ou impedido – acesso aos serviços básicos de saúde e de 

assistência social, além de uma permanente exposição a doenças endêmicas típicas da 

região, como malária e tuberculose (Pantoja et al., 2014; Botto et al., 2016; Caldart et al., 

2016; c.f. Orellana et al., 2019). 

 Fora das situações de desigualdade acima mencionadas e de suas 

consequências, o Observa Infância, iniciativa da FIOCRUZ (2021), destaca que a grave 

crise econômica, a pandemia, a piora da renda familiar, o aumento da insegurança 

alimentar, o preço dos alimentos, as condições de moradia, a falta de saneamento básico, 

a queda das taxas de imunização e a desestruturação do sistema de saúde em todos os 

níveis levaram a um aumento significativo das hospitalizações associadas à desnutrição 

infantil, inclusive em grandes centros urbanos (Sociedade Brasileira de Pediatria, 2022). 

 

1.3. Comorbidades da desnutrição. 

 Este aspecto, relacionado com processos patológicos que coexistem com 

quadros de desnutrição, pode ser abordado a partir de diferentes perspectivas ou 

situações: (i) idade dos acometidos; (ii) doenças frequentes provocadas pela desnutrição; 
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(iii) doenças agravadas pela desnutrição; (iv) caráter agudo ou crônico; (v) geográficas; 

(vi) sociais. Em alguns estudos, estas perspectivam se mesclam, como é caso de 

morbidades de idosos que vivem em situação de home care. Ou o caso de crianças 

submetidas às condições socioeconômicas analisadas na seção anterior. E, para 

mencionar outra possível combinação de maior complexidade, idade com caráter agudo 

e crônico da doença mais condições sanitárias precárias. Exemplificaremos a última 

destas situações combinadas e complexas com a alta frequência de tuberculose (com 

suas fases agudas e crônicas), pneumonias (tipicamente agudas), gastroenterites 

(agudas com potencial evolução para a cronicidade) e anemias (de evolução prolongada 

e de diferente etiologia), nos quadros de desnutrição infantil (Moate et al., 2022). 

 Quadros de desnutrição, especialmente crônica, têm sido associados à gênese 

ou ao agravamento de lesões renais e cardiovasculares (Eroğlu, 2019; Lu et al., 2022); 

mas a desnutrição durante a gestação também pode ser associada a variadas patologias 

renais e cardiovasculares da prole em roedores (Luzardo et al., 2011; Kawarazaki & 

Fujita, 2021). Das mútuas interrelações entre desnutrição e doenças cardiovasculares e 

renais têm surgido mais recentemente o conceito de diet-related noncomunicable 

diseases (NCDs) (Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study/GBD, 

2019) que aponta – em contraste com as patologias infecciosas agudas e crônicas acima 

mencionadas – para doenças como infarto de miocárdio, e acidente vascular cerebral 

ambos frequentemente associados a elevada pressão arterial, certos tipos de cânceres 

e diabetes, havendo-se demonstrado que dietas não saudáveis e nutrição pobre se 

encontram entre os principais fatores para estas doenças em todo o mundo (World 

Health Organization, 2022).  

   

1.4. Modelos para o estudo da desnutrição em ensaios pré-clínicos: O 

significado da Dieta Básica Regional.  
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 A maioria dos modelos de dietas empregados em estudos pré-clínicos de 

desnutrição é hipoproteica ou hipocalórica (Brown et al., 2015; Eyzaguirre-Velasquez et 

al., 2017; Vaughan et al., 2018), não levando em consideração que a restrição alimentar 

implica também em deficiência de micronutrientes como vitaminas e minerais (Awuchi et 

al., 2020), associada ou não a variadas alterações estruturais e funcionais do trato 

digestivo (Salameh et al., 2019).  

 A conhecida como Dieta Básica Regional (DBR), formulada por Naíde Teodósio 

et al. pouco mais de 30 anos atrás (Teodósio et al., 1990) com base nos hábitos 

alimentares das populações de vastas regiões de cultivo de cana de açúcar de 

Pernambuco, incorpora as diferentes carências tanto de macronutrientes (proteínas e 

lipídeos) quanto de micronutrientes como vitaminas e minerais (Tabela 1) (Teodósio et 

al., 1990). Os quatro componentes desta dieta são farinha de mandioca (65 g%), feijão 

mulatinho (18 g%), batata doce (13 g%) e carne de charque (4 g%), ingredientes que 

pela sua natureza apontam também para o aspecto qualitativo da carência proteica e 

lipídica, devendo-se também destacar a ausência total de suplementação vitamínica 

(multicarência) e que a maioria das calorias é proveniente de glicídios, não de lipídeos. 

Muito embora os ingredientes possam ser diferentes, a DBR mimetiza também dietas 

carenciadas que são consumidas em diferentes regiões empobrecidas (rurais e urbanas) 

de países em desenvolvimento do Oriente Médio, América Latina e África, e em cinturões 

de pobreza de cidades de países desenvolvidos (Mc Laren & Pellet, 1970; Murillo et al., 

1974; Ramos-Aliaga, 1978). 

 A importância da DBR no estudo da desnutrição e do impacto desta na patogenia 

de várias doenças e disfunções afetando diversos órgãos e tecidos, é revelada pelo seu 

contínuo emprego em laboratórios de diferentes países do mundo ao longo dos últimos 

30 anos e pelas citações recebidas (Figura 5) (Jannuzzi et al., 2022). Como acima  
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Tabela 1. Composição das dietas controle (CTR) e multicarenciada (DBR)1 

 CTR2 DBR2 

Proteínas % (g/100 g de alimento seco) 233 85 

Carboidratos % (g/100 g de alimento seco) 413 785 

Lipídeos % (g/100 g de alimento seco) 2,53 1,75 

Na+ (g/100 g de alimento seco) 0,344 0,244 

Fe3+ (g/100 g de alimento seco) 0,0183 0,0075 

Ca2+ (g/100 g de alimento seco) 1,83 0,045 

K+ (g/100 g de alimento seco) 0.94 0.34 

Suprimento calórico (kcal/100 g de alimento seco) 2783 3565 

Suplemento vitamínico6 Sim3 Não 
 

1   Adaptado de Muzi-Filho et al. (2015). 
2   CTR, controle; DBR, Dieta Básica Regional. 
3   Como indicado pelo fabricante (Neovia Nutrição e Saúde Animal, Descalvado, Brasil)). 
4   Determinações por fotometria de chama.  
5 Composição porcentual com base nas determinações realizadas no Laboratório de Experimentação e 
Análise de Alimentos (LEAAL), Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco 
(Teodósio et al., 1990).  
6  Reeves (1997). 
 

 

 



24 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Citações (até 2020) do trabalho de Teodósio et al. (1990) em diferentes 

disciplinas e processos. Retirado de Jannuzzi et al. (2022), com permissão. 
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mencionado, as variadas situações de multicarência alimentar não apenas persistem 

como também se agravam em diferentes regiões do planeta. Por isso a DBR permanece 

como um interessante modelo para o estudo da desnutrição como ela é encontrada na 

realidade de vastas populações humanas e de como a desnutrição afeta diferentes 

órgãos e tecidos e diferentes funções fisiológicas e processos patológicos (Jannuzzi et 

al., 2022). 

 

1.5. Esteroides cardiotônicos circulantes: Uma nova visão da homeostasia dos 

líquidos corporais e da pressão arterial. 

 Os esteroides cardiotônicos circulantes (denominados em conjunto como 

“ouabaína endógena”) são compostos encontrados nos líquidos biológicos de espécies 

animais nos quais foram procurados, que desempenham um papel central na 

homeostasia de Na+ (Bagrov et al., 2009). Com grande diversidade estrutural, todos eles 

apresentam, entretanto, um núcleo esteroidal em sua estrutura considerado o 

responsável pela ação farmacológica (Schönfeld et al., 1985; Carvalho, 2019). Dentro 

dessa diversidade é possível agrupá-los em duas grandes classes em função do outro 

elemento estrutural central: o anel lactônico. Estas duas classes se resumem: (i) aos 

cardenolídeos (palavra derivada do grego kardiã – coração e “enolídeo” referente ao anel 

de lactona), e (ii) aos bufadienolídeos (palavra derivada do latim bufo – sapo) (Figura 6). 

 Os esteroides cardiotônicos são conhecidos desde o século XVIII por suas 

propriedades terapêuticas na insuficiência cardíaca congestiva (c. f. Blaustein, 1993). 

Mas os esteroides cardiotônicos também participam no desenvolvimento de disfunções 

cardiovasculares como a hipertensão arterial (Schoner & Scheiner-Bobis, 2007). A 

proposta de sua existência data de 1885, em um estudo pioneiro da função cardíaca 

(Ringer, 1885; Schoner, 2002). Todavia, sua produção endógena em mamíferos – 

incluindo o homem – bem como seu papel fisiológico passaram a ser conhecidos a partir  
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Figura 6. Bufadienolídeos Proscillaridina A (extraído da planta Urginea marítima) e Marinobufagenina 

(encontrado no sapo Bufo marinus). Retirado de Bagrov et al. (2009), com permissão. 
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dos anos de 1960 (De Wardener et al., 1961), quando receberam o nome genérico de 

“Terceiro Fator” envolvido, junto com a aldosterona e o ritmo de filtração glomerular, na 

regulação da natriurese e, portanto, da homeostasia corporal de Na+. Circulando em         

concentrações nanomolares e subnanomolares, a “ouabaína endógena” funciona como 

um hormônio que, paradoxalmente, estimula processos celulares que culminam com a 

ativação da (Na++K+)ATPase (Haas et al., 2000; Liu et al., 2000; Ferrandi et al., 2004) e, 

portanto, com aumento da reabsorção de Na+ através do epitélio renal (Ferrandi et al., 

2010). Todavia, também é possível induzir condições que revelam inibição da 

(Na++K+)ATPase. Poucos anos depois das observações de De Wardener et al. (1961), 

os experimentos de Cort & Lichardus (1963) mostraram a existência de uma substância 

presente no sangue da veia jugular de gatos com a artéria carótida ocluída, capaz de 

induzir natriurese em ratos. Sessenta anos depois, estes experimentos podem ser 

interpretados como resultado da estimulação central da produção de “ouabaína 

endógena”. 

 

1.6. Rostafuroxina: Um fármaco derivado da digitoxigenina ainda misterioso. 

 Rostafuroxina (um derivado da digitoxigenina) (Ferrari et al., 2006) (Figura 7) é 

um agente anti-hipertensivo que atua como um antagonista dos esteroides cardiotônicos, 

incluindo a “ouabaína endógena” (Nesher et al., 2009), cujo principal alvo molecular é a 

(Na++K+)ATPase (Ferrandi et al., 2002). Sintetizada nos anos de 1990, recebeu o nome 

de composto PST 2238 (Quadri et al., 1997), foi caracterizada como sendo capaz de 

inibir “in vitro” a ligação da ouabaína à (Na++K+)ATPase de túbulos renais de rins de 

cachorro e de reduzir a pressão arterial de ratos com hipertensão arterial monogenética 

(ratos Milan hipertensos).  

 Os primeiros estudos sobre a ação anti-hipertensiva da Rostafuroxina enfatizaram 

o papel de dois mecanismos genético/moleculares no estabelecimento de hipertensão  
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Figura 7. Rostafuroxina. Retirado de Bagrov et al. (2009), com permissão. 
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arterial em ratos e humanos (para uma revisão já clássica ver Ferrari, 2010): (i) a 

“ouabaína endógena”, já considerada à época um hormônio regulador da homeostasia 

salina com níveis circulantes geneticamente controlados (Ferrandi et al., 1992, 1997; 

Manunta et al., 2001); (ii) o polimorfismo de genes que codificam para a proteína do 

citoesqueleto aducina (Bianchi et al., 1994; Casari et al., 1995; Cusi et al., 1997). A 

aducina participa em processos celulares chave como polimerização da actina, a 

regulação do volume celular e do transporte iônico, o contato célula:célula, o controle do 

tempo de residência da (Na++K+)ATPase na membrana plasmática, o manejo de Ca2+ e 

diversos processos de sinalização celular (Matsuoka & Bennett, 2000; Efendiev et al., 

2004; Torielli et al., 2008).   

 Ferrandi et al. (2010) propuseram – e apresentaram evidências – que variantes 

da isoforma α da aducina formam um complexo com a (Na++K+)ATPase capaz de 

interagir com o domínio Src-SH2 da tirosina kinase Src. Como consequência desta 

interação aumenta a atividade desta tirosina kinase e a fosforilação da (Na++K+)ATPase 

dependente da Src que, por sua vez, resulta no aumento da atividade da bomba. A 

Rostafuroxina exerceria seus efeitos natriuréticos e anti-hipertensivos bloqueando a 

ativação da Src em casos de variantes pró-hipertensivas da aducina.  

 

2. Objetivos 

 

2.1. Geral. 

Investigar se a alteração no estado nutricional, especificamente a nesta Tese a 

desnutrição multifatorial crônica, modifica as respostas à esteroides cardiotônicos 

endógenos – e, portanto, à administração de Rostafuroxina – em processos e 

mecanismos associados ao controle da pressão arterial e à homeostasia dos líquidos 

corporais (água e Na+) em ratos machos na idade juvenil. 
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2.2. Específicos. 

2.2.1. Investigar possíveis influências da administração prolongada de 

Rostafuroxina na evolução da massa corporal de ratos Wistar machos depois do 

desmame, até uma idade juvenil, alimentados com uma dieta controle (CTR) e com uma 

dieta multicarenciada (DBR). 

2.2.2. Investigar um possível efeito da administração de Rostafuroxina na ingesta 

de alimentos e de calorias em ratos controle e cronicamente desnutridos. 

2.2.3. Estudar variações da concentração de albumina plasmática como marca-

dora de desnutrição crônica e um possível efeito modificador da Rostafuroxina. 

2.2.4. Estudar o efeito da Rostafuroxina na ingesta alimentar de Na+ e de água 

em ratos normonutridos e cronicamente desnutridos. 

2.2.5. Investigar possíveis modificações no volume urinário, na concentração uri-

nária de Na+ e na excreção urinária de Na+ em 24 h provocadas pela administração 

continuada de Rostafuroxina. 

2.2.6. Investigar a repercussão da administração continuada de Rostafuroxina no 

balanço corporal diário de Na+ e no balanço de água. 

2.2.7. Estudar as repercussões de possíveis efeitos da desnutrição crônica e da 

administração prolongada de Rostafuroxina na concentração plasmática de Na+. 

2.2.8. Investigar a evolução da pressão arterial sistêmica em ratos cronicamente 

desnutridos, estudando o efeito da administração de Rostafuroxina.  

2.2.9. Estudar os efeitos da desnutrição crônica nas ATPases renais 

transportadoras de Na+, comparando-os com os exercidos na pressão arterial, 

investigando ainda possíveis efeitos da Rostafuroxina. 

 

3. Material e Métodos 
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3.1. Considerações éticas. 

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados sob o Protocolo 

012/19 e submetidos à Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal 

do Rio de Janeiro/UFRJ (CEUA), onde a parte experimental da Tese foi desenvolvida, 

no marco do Termo de Cooperação entre esta Instituição e a UNIGRANRIO. Eles foram 

realizados seguindo as recomendações do Comitê Internacional de Editores de 

Periódicos Médicos. E os aspectos específicos envolvendo o trato e o cuidado com 

animais seguiram as orientações ARRIVE (Perci du Sert et al., 2020). 

 

3.2. Animais e tratamentos. 

Ratos machos Wistar foram criados, alojados e tratados no Biotério de Doenças 

Negligenciadas e Desnutrição, vinculado ao Laboratório de Físico-Química Biológica 

Aída Hassón-Voloch no Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho da UFRJ. Os animais 

foram obtidos por acasalamento pelo método de harém, no qual 1 macho e 3 ou 4 fêmeas 

virgens (todos com 3–4 meses de vida) foram alojados por 14 dias na mesma gaiola, 

sendo alimentados com dietas normais para roedores (dieta comercial da Neovia 

Nutrição e Saúde; Tabela 1). Depois do nascimento da prole, os filhotes (machos e 

fêmeas) foram alojados com a respectiva mãe para garantir uma lactação uniforme, em 

condições controladas de temperatura (23 ± 2°C) e ciclo de luz claro/escuro (12h/12h). 

Após o desmame (28º dia após o nascimento), os filhotes machos (24–30 em cada uma 

das seis criações ao longo do desenvolvimento da Tese e pesando 50–70 g) foram 

divididos aleatoriamente – para evitar o “efeito ninhada” (Dickinson et al., 2016) – em 

dois grupos com o mesmo número de animais: (1) controle (CTR, ratos que receberam 

a dieta convencional para roedores; (2) desnutrido (DBR, ratos que receberam a dieta 

multicarenciada). A partir do dia 60 de vida cada grupo foi subdividido em outros dois: 
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(CTR e DBR) que continuaram recebendo a alimentação diferenciada e outros, o (3) 

controle + Rostafuroxina (Aobius, Gloucester, USA) (CTR + Rosta) que passou a receber 

o fármaco (1 mg/kg massa corporal) diluído em etanol 99,5% (solução inicial de 10 mg/ml) 

diariamente por via oral, a partir do dia 60 e até o dia 90; e o (4) desnutrido + 

Rostafuroxina (DBR + Rosta), recebendo o fármaco na mesma dose e via de 

administração e pelo mesmo período. No 88o dia os ratos foram hospedados em gaiolas 

metabólicas individuais para aclimatação e posterior registro de ingesta de alimento e 

água e para coleta de urina, entre os dias 89 e 90. Os animais dos 4 grupos tiveram 

acesso livre à água e à respectiva comida, sendo mantidos em gaiolas ventiladas (Alesco, 

Monte Mor, Brasil). Não houve morte de ratos ao longo deste período. No dia 90 os ratos 

foram eutanasiados por decapitação, colhendo-se sangue e removendo os rins para a 

preparação de frações de membrana (ver adiante). 

 A Figura 8 mostra o fluxograma de intervenções acima descritas, incluindo a 

formação dos grupos ao longo do tempo. 

 

3.3. Dietas. 

A dieta CTR era uma dieta comercial para roedores adquirida, como acima 

mencionado, da Neovia Nutrição e Saúde Animal, e sua composição se encontra na 

Tabela 1. A DBR era artesanalmente preparada, com controle bromatológico, no 

Laboratório de Análise e Processamento de Alimentos do Instituto de Nutrição Josué de 

Castro da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os feijões, a farinha de mandioca, a 

carne de charque e as batatas doces eram cozidos, desidratados a 60oC por 48 h, 

pulverizados e misturados com água antes de serem suplementados com gordura de 

carne de boi (7 g em 2 kg de ração). A pasta úmida era cortada na forma de pequenos 

cubos no formato da dieta CTR, desidratados a 60oC durante 24 h e guardados na 

geladeira. 
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Figura 8. Linha do tempo da obtenção e do tratamento dos grupos experimentais. Para detalhes, ver texto. 

O tamanho amostral da prole foi estabelecido com base em experimentos piloto e visando empregar o 
menor número de animais. Foram realizadas seis criações durante o desenvolvimento da Tese. Como 

controle de reprodutibilidade foram utilizadas a massa corporal e o comprimento focinho–cauda. No dia 

88  pela manhã os ratos foram hospedados em gaiolas metabólicas para a aclimatação por 24 h até o dia 

89, quando começou um novo período de 24 h para registro de ingesta e ração e para a coleta de urina. 
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3.4. Medida da massa corporal. 

 A massa corporal era aferida semanalmente numa balança de prato. A medida  

não podia ser feita de forma cega devido à grande diferença de massa corporal entre 

os animais normonutridos e os desnutridos. 

 

3.5. Determinações do conteúdo da Na+ nas dietas, da ingesta de Na+, das 

concentrações plasmática e urinária de Na+ e da excreção urinária de Na+ em 24 h. 

O conteúdo de Na+ das dietas era determinado por fotometria de chama (Analyser, 

São Paulo, Brasil) após extração com HNO3 1 N (5 ml:0,5 g de ração pulverizada). A 

suspensão era agitada durante 48 h a temperatura ambiente, deixada sedimentar 

espontaneamente durante 24 h para finalmente proceder à determinação da 

concentração de Na+ do sobrenadante. A ingesta de Na+ era determinada entre os dias 

89 e 90 com os ratos nas gaiolas metabólicas, a partir da medida do consumo de ração 

e do conteúdo de Na+ desta. 

A concentração plasmática de Na+ ([Na+]pls) era medida – também por fotometria 

de chama – no plasma recuperado por centrifugação em centrífuga clínica, a 3.000 rpm 

durante 10 min, do sangue obtido durante a eutanásia no dia 90 (~10 ml de ratos CTR e 

~4 ml de ratos DBR, suplementados com 0.1 ml de EDTA 100 mM). O plasma recuperado 

era diluído 100, 200 e 500 vezes com água deionizada antes da medida no fotômetro de 

chama. Para a determinação de concentração de Na+ nas amostras de urina ([Na+]ur), 

estas eram centrifugadas e diluídas na mesma forma. As concentrações eram calculadas 

por regressão linear. A excreção urinária de Na+ em 24 h (no dia 90 dias, último na gaiola 

metabólica) era calculada a partir do volume urinário no mesmo período e da [Na+]ur. 

 

3.6. Determinação da concentração de albumina plasmática. 

A concentração de albumina plasmática foi medida utilizando um kit comercial 
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(Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, Brasil), seguindo as instruções do fabricante.  

 

3.7. Medida da pressão arterial sistólica. 

A pressão arterial foi medida por pletismografia de cauda imediatamente antes da 

eutanásia dos animais utilizando o equipamento V2.01 (Insight Equipamentos Científicos, 

Ribeirão Preto, Brasil). Os sinais digitais foram registrados e processados por um 

software apropriado (Medidor de Pressão 1.0, Insight Equipamentos Científicos). No dia 

das aferições (dia 90 depois de aclimatação na gaiola nas 24 h anteriores), os ratos 

foram aclimatados em uma câmara térmica (30–32ºC) por 10 a 15 min, e os registros só 

foram realizados com os animais sem movimentação. Cinco determinações foram feitas 

para cada animal e foi utilizada a média dos cinco valores (Feng et al., 2008; Pereira-

Acácio et al., 2022). 

 

3.8. Obtenção  das  frações   enriquecidas  de  membrana  plasmática  de túbulos 

proximais renais. 

 Frações enriquecidas de membrana plasmática de células de túbulos proximais 

renais foram utilizadas para medir a atividade das ATPases transportadoras de Na+. As 

frações foram isoladas como descrito previamente (Vieyra et al., 1986; Vieira-Filho et al., 

2011; Dias et al., 2014) a partir do cortex corticis, porção mais externa da região cortical 

renal na qual mais de 90% da população celular corresponde a túbulos proximais 

(Whittembury & Proverbio, 1970; Proverbio & Del Castilho, 1981). Os rins, removidos 

imediatamente após a eutanásia, foram mantidos numa solução gelada contendo 

sacarose 250 mM, HEPES-Tris 10 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM, 0,15 mg/ml de inibidor de 

tripsina e PMSF 1 mM. O córtex renal era dissecado cuidadosamente para evitar com 

regiões mais interna do parênquima e frações transversas finas (0,5 mm) eram cortadas 

usando um micrótomo Stadie-Riggs. Os cortes eram homogeneizados em 4 ml da 
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solução acima por grama de tecido, utilizando um homogeneizador de vidro com pistilo 

de vidro imerso em um balde de gelo. O homogenato resultante era centrifugado a 755´g 

durante 15 min para remover células não rompidas, detritos celulares e núcleos. Uma 

centrifugação a 8.500´g durante 20 min permitia a remoção das mitocôndrias. O 

sobrenadante desta segunda centrifugação era submetido a um nova e final 

centrifugação a 35.000´g durante 45 min para obter um sedimento enriquecido em 

membrana plasmática, imediatamente ressuspenso em um volume de ~4 ml de sacarose 

250 mM e estocado em ultracongelador a -80oC. Esta diluição levava a concentrações 

de proteína total (determinada pelo método de Lowry et al. (1951)) variando entre 15–20 

mg/ml em ratos CTR e entre 5–10 mg/ml em ratos DBR. Controles previamente 

realizados, como descritos em Vieyra et al. (1986) e Coka-Guevara et al. (1999) 

mostraram que a contaminação com membranas intracelulares (mitocôndria, lisossoma, 

retículo) é mínima (<5%). A fração final enriquecida de membrana plasmática contém 

fragmentos de membrana apical; porém, como a localização das ATPases 

transportadoras de Na+ é na membrana basolateral, não foram feitos procedimentos de 

separação por gradiente de Percoll como em Axelband et al. (2009). 

 

3.9. Atividades das ATPases transportadoras de Na+. 

As atividades das ATPases transportadores de Na+, a sensível à ouabaína 

((Na++K+)ATPase) e a resistente à ouabaína e sensível à furosemida  (Na+-ATPase)  

foram determinadas pela quantificação de fosfato inorgânico (Pi) liberado na hidrólise do 

ATP (Taussky & Shorr, 1953). A atividade era calculada da seguinte forma: (i) 

(Na++K+)ATPase a partir da  diferença entre os valores de atividade obtidos na ausência 

e na presença de ouabaína 2 mM (neste caso, as membranas eram pré-incubadas na 

ausência ou na presença do inibidor durante 10 min, na presença de Na+ a temperatura 

ambiente); (ii) a atividade da (Na+-ATPase) era calculada pela diferença entre a atividade 
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total medida na presença de ouabaína e aquela obtida na presença de furosemida 2 mM 

(Pereira-Acácio et al., 2022). Os meios de reação tinham a seguinte composição. (1) 

Para (Na++K+)ATPase: Bis-TRIS-propano 50 mM (pH 7,4), EDTA 0,2 mM, MgCl2 5 mM, 

NaCl 120 mM, ATP 5 mM, KCl 24 mM e 0,05 mg/ml de proteína (fração de membranas). 

A reação era iniciada pela adição de ATP e KCl em concentrações suficientes para as 

concentrações finais mencionadas. (2) Para Na+-ATPase: HEPES-TRIS 20 mM (7,0), 

MgCl2 10 mM, NaCl 120 mM, ATP 5 mM e 0,1 mg/ml de proteína, na ausência ou na 

presença de furosemida 2 mM. Neste caso, as membranas eram pré-incubadas por 10 

min a 37oC com 2 mM de ouabaína para garantir a inativação completa da 

(Na++K+)ATPase e a reação era iniciada pela adição de ATP. Outras adições aos meios 

de reação são detalhadas nas correspondentes legendas das figuras. Em ambos os 

casos a reação (0,5 ml de volume final) era parada após 10 min adicionando um volume 

igual de uma suspensão de carvão ativado em HCl 0,1 N livre de Pi (por sucessivas 

lavagens com o ácido). A mistura era centrifugada a 3.000 rpm durante 10 min numa 

centrífuga Beckman (rotor JA-20) e o sobrenadante era utilizado para a dosagem do Pi. 

 

3.6. Análise estatística.  

O tamanho amostral foi estabelecido em estudos piloto utilizando ratos 

normonutridos e desnutridos que mostraram coeficientes de variação intraensaio e 

interensaio menores que 5–6% para as diferentes determinações planejadas. O 

cegamento das medidas de massa corporal e de pressão arterial sistólica não foi 

possível devido à visível diferença de tamanho corporal entre os ratos CTR e DBR. As 

determinações bioquímicas puderam ser cegadas porque um dos integrantes da equipe 

preparava as amostras e outro levava a cabo os experimentos. As randomizações dos 

ratos nas diferentes criações foram realizadas utilizando sequências de números ao 

acaso. As randomizações dos ratos para o tratamento com Rostafuroxina ou não 
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ocorreram nos grupos CTR e DBR separadamente. A distribuição normal dos resultados 

foi conferida utilizando o teste de Shapiro-Wilks. Os valores numéricos de cada variável 

eram calculados e as comparações estatísticas correspondentes eram realizadas 

usando o software GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). 

Todos os resultados são expressos como média ± desvio padrão (DP). As análises foram 

realizadas usando ANOVA-2 fatores seguidas do teste de Bonferroni para pares 

selecionados (distribuição normal) ou Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn 

(distribuição não normal). As diferenças entre as médias foram consideradas 

significativas quando p < 0,05. 

 

4. Resultados e Discussão 

 

4.1. Massa corporal, ingesta de alimento, de energia, de Na+ e de água: Efeitos da 

administração de Rostafuroxina. 

 A Figura 9 mostra a acentuada diminuição (~60%), aos 90 dias de vida, da massa 

corporal dos ratos que receberam a dieta multicarenciada DBR a partir do desmame, 

quando comparada com a massa corporal dos ratos CTR normonutridos. Observa-se 

que a administração de Rostafuroxina nos 30 dias anteriores não exerceu tampouco 

qualquer efeito na massa corporal de ambos os grupos. Esta acentuada diminuição de 

massa corporal nos ratos DBR é certamente devida à diminuição do conteúdo proteico 

da dieta (de 23% para 8%) e também de lipídeos (de 2,5% para 1,7%) (Tabela 1). À 

diminuição da quantidade de proteínas deve ser acrescentada também – por sua 

importância no crescimento – a pobre qualidade das proteínas, uma vez que a fonte das 

mesmas são os feijões e a carne de charque. Proteínas animais, com sua mais alta 

qualidade, são usualmente consideradas superiores às de origem vegetal (van Vliet et 

al., 2015), embora outras evidências apontem para o oposto em termos de risco de  
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Figura 9. Massa corporal dos animais no 90º dia de vida. A figura indica a massa corporal dos animais 

CTR e DBR. Dietas e tratamento com ou sem Rostafuroxina estão indicados na abscissa. O conjunto de 

pontos para cada grupo experimental é acompanhado por linhas horizontais que indicam média ± DP. O n

úmero de animais é dado na abcissa abaixo da coluna de pontos correspondentes. Os valores de p estão 

indicados dentro da figura. As diferenças foram avaliadas usando o teste de Kruskal-Wallis seguida pelo 

teste de Dunn para pares selecionados. 
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doenças cardiovasculares (Zhubi-Bakija et al., 2021). 

Esta diminuição de massa corporal começou a ocorrer de maneira significativa a 

partir da primeira semana da administração das dietas diferenciadas (Pereira-Acácio et 

al., 2022), com consequências estruturais e funcionais em órgãos e tecidos com alta 

demanda metabólica, como rins, coração e sistema nervoso central, que se encontram 

ainda em desenvolvimento. A diminuição do crescimento em humanos tem sido 

apontada como um fator associado ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares e 

renais (Martins et al., 2017). 

 Quando se avalia o consumo de alimento na mesma idade de ratos hospedados 

nas gaiolas metabólicas (Figura 10A), é possível observar um aumento de 

aproximadamente 70% nos ratos DBR em relação ao grupo CTR (valores corrigidos para 

100 g de massa corporal). De forma interessante, a administração de Rostafuroxina 

provocou um aumento significativo da ingesta de alimento em ambos os grupos 

(compare 1ª com 2ª barra, e 3ª com 4ª barra). A combinação de mais elevado consumo 

de alimento com o mais elevado conteúdo de energia da dieta deficiente (Tabela 1) 

resultou em aproximadamente 110% maior ingesta energética nos ratos DBR em relação 

aos ratos CTR (Figura 10B) e, como esperado a partir dos resultados de consumo de 

alimento, os ratos tratados com Rostafuroxina incorporaram muito mais energia, tanto 

no grupo CTR quanto no grupo DBR. Estes resultados sugerem que, nestes animais 

desnutridos, mecanismos compensatórios que possivelmente envolvem circuitos 

neuronais no sistema nervoso central (Schwartz et al., 2000; Morton et al., 2006; Farr et 

al., 2016) culminaram com ingesta aumentada de alimento e energia. Esta rede neuronal 

poderia ser ativada pela Rostafuroxina, e o efeito estimulatório poderia envolver passos 

nos quais a (Na++K+)ATPase participa (Kurita et al., 2015; Otero-Rodiño et al., 2019), 

sendo modulada por “ouabaína endógena” em associação com flutuações dos níveis do 

Na+ tissular (Schoner & Scheiner-Bobis, 2007; Pavlovic, 2020). Antagonizando a  
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     (A)       (B) 

 

Figura 10. Ingesta de ração e energia em 24 h. A figura (A) ingesta de ração e a figura (B) ingesta de 

energia foram medidos entre o dia 89 e 90 de vida. Dietas e tratamento com ou sem Rostafuroxina estão 

indicados nas abscissae. O conjunto de pontos para cada grupo experimental é acompanhado por linhas 
horizontais que indicam média ± DP. O número de animais é dado na abcissa abaixo da coluna de pontos 

correspondentes. Os valores de p estão indicados dentro dos painéis. As diferenças foram avaliadas 

usando ANOVA-1 fator seguida do teste de Bonferroni para pares selecionados. 
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ouabaína endógena, a Rostafuroxina ativaria estes circuitos, levando ao aumento 

encontrado na ingesta de alimento e energia.  

 O estado de desnutrição dos ratos DBR se revela também na diminuída 

concentração plasmática de albumina ([albumina]pls) no grupo RBD em comparação com 

os ratos CTR (Figura 11), que revela uma influência no metabolismo hepático nesse 

grupo de ratos. A falta de suplementação com vitaminas na DBR (Tabela 1), incluindo a 

vitamina B6 (fosfato de piridoxal), cofator chave nas reações de transaminação (Cheney 

et al., 1967), bem como a diminuição da ingesta de aminoácidos essenciais pela ingesta 

de proteínas de baixa qualidade, contribuiriam para esta hipoalbuminemia, assim como 

para a redução do crescimento corporal como um todo (Munro, 1970) (Figura 9). A 

administração de Rostafuroxina diminuiu a [albumina]pls nos ratos desnutridos, sem 

influência significativa nos ratos normonutridos. Até onde chega nosso conhecimento, 

este é um efeito metabólico não descrito da Rostafuroxina, diminuição da [albumina]pls 

nos ratos DBR sem influência no grupo CTR. 

Poderia ser postulado que o efeito do fármaco no metabolismo proteico hepático 

depende da suprarregulação do sensoreamento do metabolismo energético no fígado 

mediado pela AMP kinase, uma vez que esta kinase desempenha um papel regulatório 

central (Viollet et al., 2006; Foretz & Viollet, 2018). Em condições controle, níveis 

intracelulares baixos de AMP (e altos de ATP) resultando numa baixa atividade da AMP 

kinase, acompanhados de baixas concentrações de esteroides cardiotónicos, 

bloqueariam os efeitos da Rostafuroxina. Apoia esta hipótese a observação de que, 

apenas as altas concentrações de esteroides cardiotónicos, mas não as baixas, 

provocam inibição da síntese proteica em mioblastos (Pauw et al., 2000). 

Apesar do menor conteúdo de Na+ na DBR, a ingesta de Na+ apresentou uma 

tendência de ser maior nos ratos desnutridos (corrigida pela massa corporal) quando 

comparada com a dos ratos CTR (p = 0,0632) (Figura 12), e a administração de  
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Figura 11. Dosagem da concentração de albumina plasmática ([albumina]pls). A concentração plasmática 

de albumina foi medida nos plasmas coletados no dia 90 de idade. Dietas e tratamento com ou sem 
Rostafuroxina estão indicados na abscissa. O conjunto de pontos para cada grupo experimental é 

acompanhado por linhas horizontais que indicam média ± DP. O número de animais é dado na abcissa 

abaixo da coluna de pontos correspondentes. Os valores de p estão indicados dentro da figura. As 

diferenças foram avaliadas usando ANOVA-2 fatores seguida pelo teste de Bonferroni para pares 

selecionados. 
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Figura 12. Ingesta de Na+ em 24 h. A ingesta de Na+ em 24 h foi calculada do conteúdo de Na+ na dieta 

e a ingesta de ração (n = 6-9). Dietas e tratamento com ou sem Rostafuroxina estão indicados na abscissa. 

O conjunto de pontos para cada grupo experimental é acompanhado por linhas horizontais que indicam 
média ± DP. O número de animais é dado na abcissa abaixo da coluna de pontos correspondentes. As 

diferenças foram avaliadas usando ANOVA-2 fatores seguida pelo teste de Bonferroni para pares 

selecionados. 
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Rostafuroxina resultou num aumento significativo da ingesta de sal nos dois 

grupos (30% no CTR e 20% no DBR). Há mais de duas décadas e, mais recentemente, 

foram publicados resultados um tanto diferentes acerca de potenciais efeitos da 

“ouabaína endógena” na massa corporal, na ingesta de alimentos e na ingesta de Na+ 

em ratos e seres humanos (Tordoff, 1996; Lewis et al., 2014; Simonini et al., 2018). A 

infusão crônica de ouabaína em ratos levou ao aumento da massa corporal, mas não 

teve efeito na ingesta de alimento e de Na+, uma dissociação entre aumento de massa 

corporal e ingesta alimentar que poderia ser explicado por uma eficiência anabólica maior. 

Todavia, estas observações – e seu contraste com os resultados mostrados na Figura 

12 e especialmente os efeitos da Rostafuroxina – poderiam ser explicados se a ouabaína 

de origem externa e a “ouabaína endógena” não fossem os mesmos compostos ou, em 

outras palavras, se os digitálicos endógenos não representassem a autêntica ouabaína 

(Lewis et al., 2014; Simonini et al., 2018). Adicionalmente, a Rostafuroxina poderia ativar 

outras estruturas para além do sistema nervoso central, e.g. o eixo hipotálamo-hipófise-

suprarrenal, estimulando a secreção de glicocorticoides que estimulam o apetite e a 

ingesta de alimento (Torres & Nowson, 2007; Chao et al., 2017).  

 A ingesta de líquido (água) nos ratos alojados na gaiola metabólica também foi 

registrada entre os dias 89 e 90 (Figura 13). Os ratos CTR ingeriram ~11 ml de água em 

24 h e os ratos do grupo DBR ~14 ml de água em 24 h (valores corrigidos para 100 g de 

massa corporal), uma diferença estatisticamente significativa, sem efeito adicional da 

Rostafuroxina em nenhum dos grupos. O aumento na ingesta de água nos ratos DBR 

pode ser discutido em termos do aumento da ingesta alimentar – e, portanto, de solutos 

– pelos ratos desnutridos (Figura 10A), o que implica em maior ingesta de solutos. E a 

falta de efeitos da Rostafuroxina na ingesta de água – em contraste com o observado na 

ingesta de Na+ - poderia ser explicado pela existência de diferentes mecanismos 

reguladores ao nível do sistema nervoso central. Embora haja conjuntos neuronais  
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Figura 13. Ingesta de água em 24 h. A ingesta de água foi medida entre os dias 89 e 90 de vida. Dietas e 

tratamento com ou sem Rostafuroxina estão indicados na abscissa. O conjunto de pontos para cada grupo 
experimental é acompanhado por linhas horizontais que indicam média ± DP. O número de animais é dado 

na abcissa abaixo da coluna de pontos correspondentes.  Os valores de p estão indicados dentro da figura. 

As diferenças foram avaliadas usando ANOVA-2 fatores seguida pelo teste de Bonferroni para pares se-

lecionados. 
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comuns envolvidos na regulação da saciedade e da sede (Tan et al., 2022), a existência 

de diferentes circuitos participantes de uma  regulação diferenciada também foi descrita.  

uma década atrás (Yosten, 2014), bem como o papel de diferentes hormônios circulantes 

que atuariam em sensores diferentes. Enquanto a angiotensina II (Ang II) elemento cen-

tral do sistema renina-angiotensina-aldosterona (para uma atualizada revisão ver For-

rester, 2018) desempenha um papel preponderante na regulação da sede, cabe à leptina 

fazê-lo em relação ao apetite e, portanto, em relação à ingesta de alimento ingerido 

(McKinley et al., 2019) quando disponível ad libitum. Como já mencionado pouco acima, 

a existência de circuitos e núcleos específicos para estes dois hormônios – e possivel-

mente para outros – confeririam seletividade ao efeito da Rostafuroxina – ou à falta dele 

– na ingesta de alimento e água apresentados nas Figuras 12 e 13.  

4.2. Excreção urinária de Na+, volume urinário, balanço de Na+, balanço de água, e 

concentração plasmática de Na+ em ratos CTR e DBR: Efeitos da administração de 

Rostafuroxina. 

 A excreção urinária de Na+ em 24 h (Figura 14C) dos ratos com idade de 90 dias 

foi calculada a partir do volume urinário no mesmo período e a concentração urinária de 

Na+ ([Na+]ur). É importante registrar que o desenho da gaiola metabólica impede a 

contaminação da amostra de urina com alimento ou fezes. O volume urinário (Figura 

14A) foi ligeiramente, mas significativamente alto em ratos do grupo DBR, e a 

Rostafuroxina provocou uma diurese extra nos animais desnutridos sem influência no 

grupo CTR, uma evidência de ação seletiva no interstício medular renal – onde ocorre a 

concentração da urina – modificada pelo estado nutricional. A análise da [Na+]ur (Figura 

14B) revela um valor 40–45% menor nos ratos DBR quando comparados com os CTR 

e, também, efeitos opostos da Rostafuroxina dependendo do estado nutricional: 

enquanto o fármaco promoveu um aumento de 25% na [Na+]ur em ratos normonutridos, 

ele provocou uma acentuada diminuição adicional de mais de 50% nos ratos DBR  
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Figura 14. Medidas de volume urinário em 24 h, concentração urinária de Na+ e excreção urinária de Na+ 
em 24 h. (A) volume urinário entre os dias 89 e 90 de vida. (B) concentração urinária de Na+. (C) excreção 

urinária de Na+ entre os dias 89 e 90 de vida (n = 11-15). Dietas e tratamento com ou sem Rostafuroxina 

estão indicados nas abscissae. O conjunto de pontos para cada grupo experimental é acompanhado por 

linhas horizontais que indicam média ± DP. O número de animais é dado na abcissa abaixo da coluna de 

pontos correspondentes. Os valores de p estão indicados dentro dos painéis. As diferenças foram 
avaliadas usando o teste de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de Dunn para pares selecionados. 
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(compare barras 3ª e 4ª na Figura 14B). O conjunto de resultados das Figuras 14A e 14B 

se projeta naquilo que, de forma oposta, é mostrado na Figura 14C sobre a excreção 

urinária de Na+ em 24 h: (i) aumento de ~100% provocado pela Rostafuroxina em relação 

ao grupo CTR não tratado; (ii) diminuição de 50% no grupo DBR também em relação ao 

grupo CTR não tratado; (iii) diminuição de 55% no grupo DBR + Rosta em relação aos 

ratos desnutridos não tratados; (iv) diminuição de 80% no grupo DBR + Rosta em 

comparação ao CTR. A mais notável diferença se observa ao comparar os dois grupos 

tratados com Rostafuroxina: um valor quase 90% menor no grupo DBR. 

 Os resultados da Figura 14C merecem discussão com os apresentados na Figura 

12. Enquanto nos ratos normonutridos uma análise do efeito da administração de 

Rostafuroxina mostra um paralelismo entre estímulo da ingesta de sal e o estímulo de  

sua excreção, observa-se, nos ratos DBR não tratados, uma diminuição da excreção que 

se acentua nos ratos submetidos  ao tratamento com Rostafuroxina. Este 

comportamento diferente pode ser mais bem apreciado e discutido ao analisar o balanço 

de Na+ nesse período (Figura15).  

O balanço de Na+, no mesmo intervalo de 24 h entre o dia 89 e o dia 90 de idade 

dos ratos hospedados nas gaiolas metabólicas, foi calculado pela diferença entre a 

ingesta de Na+ (Figura 12) e a excreção urinária de Na+ (Figura 14C), ambas corrigidas 

para 100 g de massa corporal. Quando hospedados nas gaiolas, os ratos CTR 

apresentaram um pequeno balanço negativo de Na+ de aproximadamente -0,10 

mequiv/100 g de massa corporal em 24 h, uma aproximação de zero, como ocorre 

habitualmente com uma parte da população de ratos alojados em gaiolas metabólicas 

por um curto período de tempo (Brensilver et al., 1985).  

Este balanço de Na+ se tornou mais negativo (-0,50 mequiv /100 g de massa 

corporal em 24 h, quando estes animais receberam Rostafuroxina, um resultado 

esperado em função dos efeitos do fármaco inicialmente descritos (Schoner & Scheiner  
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Figura 15. Balanço de Na+. O balanço de Na+ foi calculado como a diferença entre a ingesta de Na+ e a  
excreção urinária de Na+ em 24 h entre os dias 89 e 90 de vida. Dietas e tratamento com ou sem 

Rostafuroxina estão indicados na abscissa. O conjunto de pontos para cada grupo experimental é 
acompanhado por linhas horizontais que indicam média ± DP. O número de animais é dado na abcissa 

abaixo da coluna de pontos correspondentes. Os valores de p estão indicados dentro da figura. As 

diferenças foram avaliadas usando ANOVA-2 fatores seguida pelo teste de Bonferroni para pares 

selecionados. 
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Bovis, 2007; Nesher et al., 2009). Esta ação foi atribuída a uma influência neutralizadora 

do efeito estimulante da “ouabaína endógena” circulante em concentrações 

subnanomolares sobre a (Na++K+)ATPase, especialmente sobre aquela localizada na 

medula externa (Ferrandi et al., 2002), devido ao papel da (Na++K+)ATPase residente na 

membrana basolateral da alça de Henle, e de transportadores funcionalmente acoplados 

a ela, no controle final da excreção urinária de sal em condições fisiológicas e patológicas 

(Rocha & Kokko, 1973). 

Como descrito acima, este quadro foi confirmado no caso dos ratos CTR, que 

apresentaram uma [Na+]ur aumentada e uma também aumentada excreção urinária de 

Na+ quando submetidos a uma administração crônica de Rostafuroxina (Figuras 14B e 

14C). Todavia, um notável e contrastante efeito – revelador da influência do estado 

nutricional às respostas a este fármaco – foi encontrado nos ratos DBR: suas diminuídas 

[Na+]ur e excreção urinária de Na+ em 24 h se tornaram ainda menores quando 

receberam Rostafuroxina (também Figuras 14B e 14C). 

 Estes resultados paradoxais poderiam ser explicados se, como postulado acima, 

os ratos desnutridos apresentassem uma produção aumentada de “ouabaína endógena”, 

incluindo regiões do sistema nervoso central, que poderiam levar a uma atividade 

também aumentada do nervo renal provocando uma resposta antinatriurética (Lim et al., 

2000). Nestas condições, a ativação anormal do nervo renal poderia constituir a base 

subjacente de uma oposta e intensa influência antinatriurética da Rostafuroxina, cujas 

ações dependem da dose e são também dependentes dos níveis de ouabaína quando 

o composto é infundido (Ferrandi et al., 2004). 

O balanço de água (Figura 16) foi calculado como a diferença entre a ingesta de 

água e o volume urinário, sempre no mesmo período de 24 h entre os dias 89 e 90. 

Exceto para o caso dos ratos DBR (8 ml em 24 h), todos os outros grupos tiveram um 

balanço positivo de 6 ml em 24 h, i.e. similar, ao encontrado em ratos CTR. Estes valores 
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indicam  que, após a administração de Rostafuroxina, foi induzido um acentuado efeito 

diurético nos ratos DBR, conclusão apoiada no aumento do volume urinário mostrado na 

Figura 14A (4ª barra).  

Os resultados das Figuras 14A e 16 são particularmente interessantes e merecem 

especial discussão porque os efeitos anti-hipertensivos da Rostafuroxina foram 

inicialmente descritos como não associados a efeitos diuréticos, apesar da acentuada 

ação natriurética já discutida acima (Ferrandi et al., 2002; Nesher et al., 2009), não 

apresentando efeitos colaterais dos diuréticos em humanos, como demonstrado em 

ensaios clínicos (Citterio et al., 2021). Todavia, no caso dos ratos desnutridos, mas não 

no caso dos ratos normonutridos, encontramos um claro efeito diurético, também 

provavelmente devido a uma ação medular do fármaco neste grupo de ratos. Esta 

observação nos permite concluir novamente que o estado nutricional dos animais 

influencia um importante efeito da “ouabaína endógena” e do seu antagonista. 

Uma vez que os pioneiros estudos já discutidos acima mais de uma vez (Ferrandi 

et al., 2002; Nesher et al., 2009) foram realizados com ratos normonutridos, a falta de 

ação diurética poderia ocorrer somente em animais adequadamente nutridos. Por esta 

razão é que, nesta Tese, investigamos se a Rostafuroxina modificaria o balanço de água 

corporal como resultado de modificações na ingesta e no volume urinário e se – como 

no caso da ingesta de alimento/energia – haveria uma influência do estado nutricional. 

Assim, os resultados apresentados nas Figuras 14A e 16, completam e reforçam as 

ideias discutidas anteriormente, na oportunidade da descrição dos resultados de ingesta 

de água (Figura 13), de que a falta de indução de polidipsia por parte do fármaco em 

ambos os grupos de animais sugere que os circuitos hipotalâmicos no encéfalo anterior 

que controlam a sede (Leib et al., 2016) não teriam (Na++K+)ATPase como uma 

maquinaria sinalizadora central, apesar da injeção intravenosa de ouabaína diminuir a 

ingesta de água em ratos (Bergmann et al., 1967). E que, em consequência,  
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Figura 16. Balanço de água. O balanço de água foi calculado como a diferença entre a ingesta de água e 

o volume urinário em 24 h entre os dias 89 e 90 de vida. Dietas e tratamento com ou sem Rostafuroxina 

estão indicados na abscissa. O conjunto de pontos para cada grupo experimental é acompanhado por 

linhas horizontais que indicam média ± DP. O número de animais é dado na abcissa abaixo da coluna de 

pontos correspondentes. Os valores de p estão indicados dentro da figura. As diferenças foram avaliadas 

usando ANOVA-2 fatores seguida pelo teste de Bonferroni para pares selecionados. 
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modificações do balanço de água pela Rostafuroxina resultariam de efeitos periféricos a 

nível renal com modulação central exercida pelo nervo renal (Lim et al., 2000), 

normalizando assim o balanço de água.  Mudanças no balanço corporal de Na+ e água 

repercutem na concentração plasmática de Na+ ([Na+]pls) e na distribuição deste íon nos 

diferentes compartimentos (Adachi et al., 2005). Com esta ideia, foram formuladas as 

seguintes perguntas: (i) como se encontra, comparativamente, a [Na+]pls de ratos CTR 

normonutridos e DBR desnutridos? (ii) há efeitos diferentes da Rostafuroxina na [Na+]pls 

destes dois grupos? A Figura 17 apresenta os valores de [Na+]pls nos quatro grupos, 

permitindo resumir as informações contidas da seguinte forma: (i) há uma diminuição de 

~20 mequiv/l no grupo DBR em relação ao grupo CTR; (ii) a administração de 

Rostafuroxina provoca uma pequena, porém significativa, elevação da [Na+]pls da ordem 

dos 5 mequiv/l nos ratos CTR; (iii) no caso dos ratos DBR, a administração do fármaco 

restaura os valores encontrados nos ratos CTR. 

 Discutindo inicialmente as diferenças entre os grupos CTR e DBR, dois processos 

– não excludentes – poderiam levar à diminuição encontrada nos ratos desnutridos, 

apesar do balanço positivo de Na+ mostrado na Figura 15. O balanço positivo de água 

mostrado na Figura 16, associado à expansão do volume plasmático que os ratos DBR 

apresentam (Silva et al., 2014a), poderiam indicar um estado de hiponatremia 

hipervolêmica, resultante de um pronunciado déficit da excreção de água livre, que leva 

a uma retenção inadequada de água em comparação com a concentração de Na+ no 

compartimento plasmático (Fortune & Garcia-Tsao, 2013). Com a normalização do 

balanço de água provocado pela Rostafuroxina (Figura 16), a hiponatremia seria 

corrigida. 

 Uma outra hipótese, que emerge das observações de que tanto ratos CTR quanto 

DBR tratados com Rostafuroxina consumem uma quantidade significativamente maior 

de Na+ (Figura 12), e de que os ratos desnutridos apre sentam uma [Na+]pls bem menor  
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Figura 17. Concentração plasmática de Na+ ([Na+]pls). As medidas de Na+ foram realizadas nos plasmas 

coletados no dia 90 de vida. Dietas e tratamento com ou sem Rostafuroxina estão indicados na abscissa. 

O conjunto de pontos para cada grupo experimental é acompanhado por linhas horizontais que indicam 

média ± DP. O número de animais é dado na abcissa abaixo da coluna de pontos correspondentes. Os 

valores de p estão indicados dentro da figura. As diferenças foram avaliadas usando o teste de Kruskal-

Wallis seguida pelo teste de Dunn para pares selecionados. 
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que os do grupo CTR (menos ~20 mequiv/l como já mencionado) restaurada pela 

Rostafuroxina (Figura 17), é a de que alto Na+ se encontra presente – em maior 

quantidade nos ratos DBR – em compartimentos osmoticamente silenciosos, como 

hipotetizado alguns anos atrás (Titze et al., 2002, 2003) e recentemente revisitado 

(Canaud et al., 2019). O aumento da [Na+]pls encontrado nos ratos que receberam 

Rostafuroxina é, por outro lado, compatível com a mobilização do Na+ destes depósitos 

pelo fármaco, de maneira mais acentuada nos ratos DBR.  

 Esta segunda hipótese é reforçada pelas observações e o raciocínio elaborado a 

seguir a partir delas. Quando a Rostafuroxina foi administrada aos ratos CTR, foi 

encontrado um balanço diário significativamente negativo em torno de ~0,6 mequiv de  

Na+/100 g de massa corporal em 24 h, apesar de não se observar modificação da ingesta 

(Figura 12), uma observação que reforça a ideia de que a Rostafuroxina mobiliza o íon 

de compartimentos osmoticamente inativos (Titze et al., 2014), passando transitoria-

mente por um compartimento plasmático ligeiramente concentrado (Figura 17) e sendo 

eliminado depois na urina como se comprova pelo efeito natriurético mostrado na Figura 

14B. Aplicando este raciocínio aos ratos DBR, o balanço diário positivo de 0,4 me-

quiv/100 g de massa corporal (Figura 15) significa um armazenamento cumulativo de 

Na+ ao longo do período experimental do estudo (62 dias) de ~25 mequiv por 100 g de 

massa corporal. O valor do balanço diário de Na+ praticamente dobrou nos ratos que 

receberam Rostafuroxina (4ª coluna da Figura 15) ao mesmo tempo que a excreção 

urinária de Na+ diminuiu em 85% (Figura 14C), possivelmente devido a uma resposta 

anormal ao fármaco numa condição de níveis provavelmente elevados de esteroides 

cardiotónicos, mimetizando as condições experimentais antinatriurética estabelecidas 

por Lim et al. (2000). 
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4.3. ATPases renais transportadoras de Na+ e pressão arterial sistólica em ratos 

normonutridos e desnutridos: Efeitos da Rostafuroxina. 

 Na seção anterior, ao se discutir o retorno dos valores de balanço de água dos 

ratos DBR para aqueles encontrados no grupo CTR quando se administra Rostafuroxina, 

foi hipotetizado que os rins e, portanto, os processos de transporte tubular primário 

acompanhados do fluxo secundário de água seriam modulados pelos esteroides cardio-

tónicos e sensíveis à Rostafuroxina. 

 O transporte ativo de Na+ através do epitélio dos túbulos renais é um processo 

crucial na regulação do conteúdo de Na+ e do balanço de fluído nos diferentes órgãos e 

compartimentos líquidos (McDonough, 2010; Zhuo & Li, 2013). A Figura 18 mostra a 

influência oposta do status nutricional e da administração de Rostafuroxina nas duas 

ATPases transportadoras de Na+ presentes na membrana basolateral das células dos 

túbulos renais (Silva et al., 2014a), que são responsáveis pela reabsorção de mais de 

70% do Na+ filtrado nos glomérulos (Vieyra et al., 2016; Eaton & Pooler, 2018). A ativi-

dade da bomba principal, a (Na++K+)ATPase sensível à ouabaína (Figura 18A), diminuiu 

em torno de 30% nos ratos DBR em comparação ao CTR como previamente descrito 

(Pereira-Acácio et al., 2022), com a Rostafuroxina promovendo uma diminuição adicional 

em ambos os grupos. Todavia, esta diminuição não acompanha à da massa corporal 

(~60%), comparação que permite postular que o transporte de Na+ mediado pela 

(Na++K+)ATPase estaria suprarregulado nos ratos DBR. No caso da Na+-ATPase resis-

tente à ouabaína e sensível à furosemida (Figura 18B), a desnutrição provocou um au-

mento de ~50% na sua atividade, igualada em níveis ainda mais altos nos grupos CTR 

+ Rosta e DBR + Rosta após sua suprarregulação nos animais que receberam o fár-

maco.   

 Apesar de que a atividade hidrolítica da (Na++K+)ATPase em preparações de 

membrana não reflita quantitativamente a estequiometria de transporte iônico:hidrólise  
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Figura 18. Atividade das ATPases transportadoras de Na+ em túbulos proximais renais. As medidas foram 
feitas em preparações enriquecidas de membrana plasmática isoladas da região externa do córtex renal 

(cortex corticis) no dia 90 de idade. (A) (Na++K+)ATPase sensível a ouabaína. (B) Na+-ATPase resistente 

à ouabaína e sensível à furosemida. Dietas e tratamento com ou sem Rostafuroxina estão indicados nas 

abscissae. O conjunto de pontos para cada grupo experimental é acompanhado por linhas horizontais que 

indicam média ± DP. O número de animais é dado na abcissa abaixo da coluna de pontos correspondentes. 

Os valores de p estão indicados dentro dos painéis. As diferenças foram avaliadas usando ANOVA-2 

fatores seguida pelo teste de Bonferroni para pares selecionados. 
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de ATP em células intactas, é possível propor que menos Na+ do total filtrado é reabsor-

vido nos túbulos proximais dos ratos desnutridos devido à menor demanda de transporte 

em ratos de menor tamanho. Todavia, a comparação acima entre decréscimo da ativi-

dade da (Na++K+)ATPase e da massa corporal permite reiterar aqui a proposta de que a 

reabsorção em massa do Na+ filtrado estaria aumentada, hipótese que ganha suporte 

com as observações das Figuras 14B e 14C sobre concentração e excreção urinária de 

Na+. Ao mesmo tempo, a suprarregulação em uma ordem de magnitude da Na+-ATPase 

resistente à ouabaína significaria que o ajuste fino de reabsorção de Na+ mediado por 

esta ATPase (Bełtowski et al., 2007) contribuiria adicionalmente para a gênese progres-

siva de hipertensão arterial. Este ponto será apresentado e discutido a seguir, inte-

grando-o com a discussão sobre os efeitos da Rostafuroxina nas ATPases transporta-

doras de Na+. 

 A Figura 19 mostra que a pressão arterial sistólica registrada no dia 90 – sensível 

a Losartan e Ang-(3–4) (Pereira-Acácio et al., 2022) – se encontrava aumentada nos 

ratos DBR, sendo também normalizada pela administração de Rostafuroxina, que não 

teve qualquer efeito nos ratos CTR. É importante destacar que a influência do fármaco 

na (Na++K+)ATPase coincide com o balanço de Na+ em ratos CTR, e permite propor que 

a pronunciada inibição que a Rostafuroxina exerce no grupo DBR provavelmente contri-

bui para a normalização da pressão arterial sistólica mostrada na Figura 19. A observa-

ção que a administração do fármaco normalizou a pressão arterial sistólica no grupo 

DBR sem influência em ratos CTR poderia ser discutida a partir das três ideias comple-

mentares apresentadas a seguir.  

Primeiro, as anormalidades estruturais, funcionais e regulatórias induzidas pela 

desnutrição crônica que ocorreriam no tecido renal com base na hipótese de Lim et al. 

(2000) acima discutida – e que alterariam as respostas das duas ATPases transportado-

ras de Na+ – não se encontrariam em artérias como a aorta torácica e as mesentéricas.  
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Figura 19. Pressão arterial sistólica. A pressão arterial sistólica foi medida no dia 90 de idade. Dietas e 

tratamento com ou sem Rostafuroxina estão indicados na abscissa. O conjunto de pontos para cada grupo 

experimental é acompanhado por linhas horizontais que indicam média ± DP. O número de animais é dado 

na abcissa abaixo da coluna de pontos correspondentes. Os valores de p estão indicados dentro da figura. 
As diferenças foram avaliadas usando o teste de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de Dunn para pares 

selecionados. 
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Nos ratos DBR estes vasos apresentariam rigidez, responsável pelo aumento da 

pressão arterial sistólica quando há alterações nos glicosaminoglicanos da superfície da 

camada endotelial. É conhecido há quase 40 anos que glicosaminoglicanos são impor-

tantes na fisiopatologia da hipertensão (Reynertson et al., 1986), especialmente aqueles 

encontrados em vasos de resistência (Castro et al., 1999; Roccabianca et al., 2014). De 

maneira interessante, estas alterações – e a hipertensão sistólica consequente – são 

encontradas também na obesidade (Luzes et al., 2021), constituindo um paradoxo fisio-

patológico que pode ser explicado por que nestas alterações metabólicas opostas (des-

nutrição e obesidade) há aumento da atividade local do SRAA (Silva et al., 2014b; Luzes 

et al., 2020). 

A segunda ideia – associada à anterior – seria a de que a Rostafuroxina atuaria 

nesses vasos somente quando um “microambiente pró-hipertensivo” (Dias et al., 2014) 

(i.e. aumento da atividade do SRAA) se encontra instalado, como nos casos de ratos 

hipertensos (Ferrandi et al., 2002; Dias et al., 2014; Wenceslau & Rossoni, 2014; esta 

Tese). Por fim, em terceiro lugar, a remoção do Na+ estocado nos compartimentos os-

moticamente silenciosos representados pelos glicosaminoglicanos da superfície endote-

lial e do interstício perivascular (Reynertson et al., 1986; Olde Engberink et al., 2015) 

poderia sustentar o efeito anti-hipertensivo da Rostafuroxina nos ratos desnutridos. 

 Analisando novamente as Figuras 15 e 18A, é também perceptível que há  

uma  total dissociação entre balanço de Na+ e (Na++K+)ATPase nos animais desnutridos 

tratados e não tratados. Os resultados são compatíveis com a ideia de que ocorreu mi-

gração da (Na++K+)ATPase da membrana para as cavéolas (Gildea et al., 2009), conco-

mitantemente com internalização e ancoragem anormal em proteínas do citoesqueleto, 

infrarregulando esta bomba (Simonini et al., 2018). O oposto é verdadeiro quando se 

analisa a Na+-ATPase resistente à ouabaína, cuja influência no balanço de Na+ não é 
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evidente devido à sua menor atividade (compare as ordenadas das Figuras 18A e 18B), 

apesar de  sua importância no manuseio do Na+ corporal.  

 Finalmente, um mecanismo – já mencionado acima – merece nova discussão no 

contexto dos efeitos anti-hipertensivos da Rostafuroxina e da história do próprio fármaco. 

Em um tipo de ratos espontaneamente hipertensos com altos níveis de ouabaína endó-

gena circulante, a Rostafuroxina não interagia com o SRAA (Ferrandi et al., 2002) e, 

portanto, as ações anti-hipertensivas do fármaco pareciam não antagonizar este sistema 

para prevenir a gênese de hipertensão arterial. No caso dos ratos cronicamente desnu-

tridos por ingesta continuada da DBR, o tubulointerstício cortical apresenta mais de qua-

tro vezes o número de células positivas para Ang II encontrado em ratos CTR (Silva et 

al., 2014b), uma evidência de atividade do SRAA aumentada. Além disso, a hipertensão 

sensível à Rostafuroxina que eles desenvolvem é completamente ou parcialmente nor-

malizada pela administração de Losartan e Ang-(3–4, respectivamente (Pereira-Acácio 

et al., 2022). Como o Losartan é um antagonista de receptores do tipo 1 para Ang II 

(Timmermans et al., 1995) e Ang-(3–4) – via o eixo Ang II ® receptores do tipo 2 – 

antagoniza todos os efeitos mediados pela ativação do eixo Ang II  ® receptores do tipo 

1 (Miura et al., 2010; Dias et al., 2017), é plausível propor que, em termos de ações em 

vasos (como a aorta torácica e as artérias mesentéricas), a Rostafuroxina parece ter 

efeitos opostos e os mesmos alvos finais que a via ativada pelo eixo Ang II ® receptores 

de Ang II do tipo 1. Apoiam esta conclusão as observações, diferentes daquelas de Fer-

randi et al. (2002), que levaram a propor que a “ouabaína endógena” é regulada pela via 

de sinalização acoplada a receptores do tipo 2 (Laredo et al., 1997; Dmitrieva et al., 2002; 

Schoner & Scheiner-Bobis, 2007). 

 

5. Conclusões e significado 
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 As descobertas centrais na presente Tese são que a administração crônica de 

Rostafuroxina – inicialmente descrita como um fármaco anti-hipertensivo com efeito ini-

bitório na (Na++K+)ATPase da medula externa renal (Ferrandi et al., 2002) – modula a 

pressão arterial, a ingesta de alimento e energia, o metabolismo proteico, o balanço de 

Na+, o balanço de fluído e as ATPases transportadoras de Na+ dos túbulos proximais 

renais de ratos numa forma que depende do status nutricional dos animais. Foi demons-

trado neste trabalho que a Rostafuroxina exerce seus efeitos na pressão arterial em ratos 

desnutridos e hipertensos, sem qualquer influência em ratos normonutridos e normoten-

sos. Esta seletividade, somada às evidências de interação com o SRAA, pode abrir no-

vas avenidas para o tratamento da hipertensão arterial em humanos normonutridos e 

desnutridos. A Figura 20, “graphical abstract” do manuscrito que acompanha esta Tese, 

resume as descobertas e as propostas centrais do presente trabalho. 
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Figura 20. Resumo visual dos resultados e das ideias centrais desta Tese. A figura, “graphical abstract” 

do manuscrito “Different antihypertensive and metabolic responses to rostafuroxin in undernourished and 

normonourished male rats: outcomes on bodily Na+ handling” (Anexo I), foca em processos que levariam 

à gênese de hipertensão arterial sistólica e a modificações na distribuição do Na+ corporal. Esquema de 

cores: em vermelho, ratos DBR; em azul claro, ratos CTR; em azul escuro, principais resultados desta 
tese relacionados com efeitos na pressão arterial, ingesta de alimento/energia, e excreção urinária de Na+ 

e água; em verde, propostas referentes à distribuição do Na+ corporal em ratos DBR e CTR em 

compartimentos osmoticamente silenciosos. Note-se a diferença de tamanho proposta para estes 

compartimentos, apesar da menor massa corporal dos ratos DBR.   
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