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tese deva incorporar todas as exigéncias da banca, devendo o exemplar

Presidente:

Membro: Degrn



Dedico esse trabalho a minha mée, Nadia, por me lancar
alto e ao meu pai, Julio, por me segurar firme e por sempre
vibrarem com minhas conquistas, até mesmo quando eu
desacreditava. Ao meu irm&o, Lucas, sempre presente

apesar da distancia.



Agradecimentos

A Deus, por me dar forcas e ndo me deixar desistir.
A minha familia e amigos, pelo incentivo e por compreenderem minha auséncia.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso, meus mais sinceros agradecimentos.
Pela amizade, oportunidade, ajuda e por confiar em meu trabalho. Por me dar liberdade e ao
mesmo tempo me ensinar a manter o foco na busca pelos meus resultados. Por ter acrescentado

muito em minha carreira cientifica.

Ao Prof. Dr. Vagner Roberto Antunes, pela colaboracéo, disponibilidade e atencdo de sempre.
Muitos detalhes desse trabalho foram pensados nas nossas discussdes de dados. Grata por toda

ajuda, ensinamentos e valiosas sugestoes.

Ao Prof. Dr. Sean David Stocker, pela generosidade e paciéncia em repassar 0S Seus
ensinamentos. Obrigada pela dedicacéo, por ter confiado em mim e por ter me mostrado que a

ciéncia é ainda mais fascinante que eu imaginava. Gratidao por todos 0s momentos.

A Profa. Dra. Lisandra Brandino de Oliveira, Profa. Dra. Andreia Carvalho Alzamora e Prof.
Wanderson Geraldo Lima por toda ajuda e apoio no decorrer do trabalho.

A Profa. Dra. Débora Simdes de Almeida Colombari, Prof. Dr. André Henrique Freiria de
Oliveira, Profa. Dra. Daniela Caldeira Costa Calsavara e Prof. Dr. Romulo Leite por

gentilmente aceitarem compor a banca.

Aos amigos do Laboratorio de Fisiologia Endocrina e Cardiovascular pela convivéncia

agradavel, que fizeram os dias complicados se tornarem mais faceis.

Ao Renato e Milede, os melhores parceiros de laboratorio que eu poderia encontrar, que
contribuiram para esse trabalho mais do que imaginam e que se tornaram ao longo do tempo

grandes amigos.

As amigas Glenda, Ana e Priscila, amigas da vida e da profisséo, por serem meu suporte, minha
ajuda, minha alegria diaria, por estarem presentes nos bons e maus momentos, por ndo me

deixarem esmorecer.

Aos colegas do NUPEB.



Ao Centro de Ciéncia Animal CCA/UFOP pelo fornecimento dos animais utilizados nesse
trabalho.

Aos Laboratérios do NUPEB: Hipertensdo e Morfopatologia, ao laboratério de Nutricdo
Experimental ENUT/UFOP e Laboratdrio de Bioquimica Clinica e o Laboratorio Piloto de

Analises Clinicas, ambos da EFAR/UFOP por toda contribuicdo ao longo desses anos.



“Todas as vitorias ocultam uma abdicacdo”

(Simone de Beauvaoir)

Vi



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Fisiologia Enddcrina e Cardiovascular do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, vinculado ao Nucleo de Pesquisas em Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto.

\l



Colaboradores

Dr. Vagner Roberto Antunes !

Dr. Sean David Stocker 2

Dra. Andreia Carvalho Alzamora *
Dra. Lisandra Brandino, de Oliveira
Dr. Wanderson Geraldo de Lima ®
Msc. Renato Willian Martins Sa !

Msc. Milede Hanner Saraiva Paes 2

1 — Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de

Sao Paulo, Séo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

2 — Departamento de Medicina, Divisdo Renal e Eletrdlitos, Escola de Medicina da

Universidade de Pittsburgh, Pittsburgh, Pensilvania, Estados Unidos da América.

3 — Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas e NUPEB,

Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil.

Suporte Financeiro

Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) — Programa de
Doutorado-sanduiche no exterior (#88881.133738/2016-01)

Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) - Rede Mineira de
Ensaios Toxicologicos e Farmacologicos de Produtos Terapéuticos.

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP)
Universidade Federal de Ouro Preto/UFOP

National Heart, Lung, and Blood Institute (#R01 HL113270).

VIl



Apoio
Universidade Federal de Ouro Preto

Universidade de S&o Paulo

University of Pittsburgh School of Medicine



Resumo

GOMES, PM. Ingestdo cronica de sddio na dieta a partir do desmame causa hipertensdo em
ratos jovens: envolvimento de mecanismos neurogénicos no controle da pressao e balango
hidroeletrolitico no modelo HS12W.

Varios estudos tém mostrado que dieta com sobrecarga moderada de sodio (0,9% Na™, aprox.
2% NaCl), de forma isolada, néo € capaz de induzir hipertensdo arterial em ratos adultos. Nesse
sentido, buscamos aqui caracterizar e estudar um modelo de hipertensdo desencadeado por
quantidade de sodio (e apenas por sodio) na dieta equivalentes aquelas ingeridas por humanos
diariamente, tomando-se como base o recomendado. Nosso trabalho teve como objetivo
descrever os efeitos da sobrecarga cronica de sodio na dieta (modelo HS12W) sobre a PAM,
concentragdes idnicas no LCR e plasma. Além disso, avaliar como a PAM e LSNA respondem
a estimulos osmoticos agudos. Nesse trabalho também foi avaliado, em animais normotensos,
a participacdo de estruturas hipotalamicas (OVLT e PVN) em resposta Angiotensina Il na
modulacdo da pressdo arterial e atividade simpatica. No capitulo | e 11, foram usados ratos
Wistar (45-60g, CEUA 2015/18 e 2016/13), alimentados com dieta HS (0,9% Na+, HS) ou
controle (0,27% Na+, Cont) e agua ad libitum por 12 semanas p6s-desmame. PAM e FC foram
avaliadas pds hexameténio i.v. Em um segundo essas varidveis foram avaliadas apds infusdo
intravenosa de salina hiperténica (SH, 5,580sm/L; 3M NaCl) ou solucéo de sorbitol em PBS
(5,580sm/L) i.v. em animais acordados e PAM, FC e LSNA foram avaliadas ap6s infusdo de
SH em animais anestesiados. No terceiro capitulo, utilizando animais Sprague-Dawley (350-
4259, Protocolo 16129731, Charles River Laboratories) PAM, FC, LSNA, RSNA, SpSNA
foram analisadas em resposta a microinjecdo de Ang Il (Img/ml, 30nL) no OVLT, além disso,
as respostas a Ang Il no OVLT foram analisadas antes e depois da inibi¢do do PVN com
muscimol (agonista dos receptores GABA, 50nL/lado, 100pmol). A PAM de repouso foi maior
em ratos HS. Animais HS apresentaram maiores concentracdes de sodio e potéssio no LCR.
Em animais acordados, salina hipertdnica produziu volume urinario e resposta pressora
menores no grupo HS. Os animais anestesiados apresentaram a mesma resposta pressora e o
HS apresentou simpatoinibicdo lombar. Por fim, a Ang Il no OVLT produziu maior resposta
pressora em comparacdo ao aLCR, reduziu LSNA, aumentou a SpNA e ndo alterou 0 RSNA.
O pré-tratamento do PVN com muscimol atenuou significativamente as respostas
simpatoexcitatorias e pressora as injecdes OVLT de Ang Il. Podemos concluir que a ingestéo
crbnica de sodio resulta em aumento da PA e reducdo de respostas cardiovasculares a picos de
sodio na corrente sanguinea, possivelmente envolvendo mecanismos influenciados pela
composicdo iénica do LCR. Além disso, concluimos que o OVLT pode identificar alteracdes
extracelulares de Ang I, promovendo um aumento na pressdo sanguinea e mudancas seletivas
na atividade simpatica, dependente de mecanismos ligados ao PVN.

Palavras chave: hipertensdo arterial, cloreto de sddio, pressdo arterial, liquido
cefalorraquidiano, atividade nervosa simpatica.



Abstract

GOMES, PM. Chronic sodium intake in the diet from weaning causes hypertension in young
rats: involvement of neurogenic mechanisms in the control of arterial blood pressure and
hydroelectrolytic balance in the HS12W model.

Several studies have shown that diet with moderate sodium overload (0.9% Na*, approximately
2% NaCl) alone is not able to induce hypertension in adult rats. In this sense, we aimed to
characterize and study a model of hypertension triggered by the amount of sodium (and only
by sodium) in the diet equivalent to those ingested by humans daily, based on the recommended
one. Our work aimed to describe the effects of chronic dietary sodium overload (HS12W
model) on MAP, ionic concentrations in CSF and plasma. Also, evaluate how MAP and LSNA
respond to acute osmotic stimuli. We evaluated the participation of hypothalamic structures
(OVLT and PVN) in Angiotensin Il response in modulation of arteril blood pressure and
sympathetic nervous activity were evaluated in normotensive animals. In chapter | and I, we
use Wistar rats (45-60g, CEUA 2015/18 and 2016/13), fed HS (0.9% Na*, HS) or control
(0.27% Na*, Cont) and water ad libitum for 12 weeks post-weaning. MAP and HR were
evaluated after hexamethonium i.v. In a second part, variables were evaluated after intravenous
infusion of hypertonic saline (5.580sm / L, 3M NacCl) or sorbitol solution in PBS (5.580sm/L)
iv in concious animals and MAP, HR and LSNA were evaluated after infusion of saline in
anesthetized animals. In the third chapter, using Sprague-Dowley (350-425g, Protocol
16129731, Charles River Laboratories) MAP, HR, LSNA, RSNA and SpSNA were analyzed
in response to Ang Il microinjection (1mg / ml, 30nL) in OVLT. In addition, response to Ang
I1in OVLT was analyzed before and after inhibition of PVN with muscimol (GABAA receptor
agonist, 50 nL/side, 100 pmol). Resting MAP was higher in HS rats. HS animals had higher
concentrations of sodium and potassium in CSF. In awake animals, hypertonic saline produced
lower urinary volume and lower pressor response in the HS group. The anesthetized animals
presented the same pressor response and HS presented lumbar sympathoinhibition. Finally, Ang
Il in OVLT produced a higher pressor response in comparison to CSF, reduced LSNA,
increased SpNA and did not alter RSNA. The pre-treatment of PVN with muscimol
significantly attenuated the sympathoexcitatory and pressor responses injections of Ang Il into
OVLT. We can conclude that chronic sodium intake increased ABP and reduced cardiovascular
responses to sodium peaks in the bloodstream, possibly involving mechanisms influenced by
the ionic composition of CSF. In addition, we conclude that OVLT can identify extracellular
alterations of Ang Il, promoting an increase in blood pressure and selective changes in
sympathetic activity, depending on PVN-related mechanisms.

Keywords: hypertension, sodium chloride, blood pressure, cerebrospinal fluid, sympathetic
nervous activity.
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1. Introducao



A hipertensdo arterial (HA) é uma patologia caracterizada pela elevacdo crénica e
sustentada da pressdo arterial e tem sido identificada como uma das doengas com alta
morbidade e mortalidade e que mais afetam a saude e a qualidade de vida humana atualmente
(Whelton et al., 2018). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares sao responsaveis por 17 milhdes de mortes a cada ano no mundo inteiro, sendo
9,4 milhdes por complicacdes da hipertensdo arterial. Na década de 80, cerca de 600 milhdes
de pessoas foram diagnosticadas com a doenca e em 2013, estimou-se que esse numero
ultrapasse 1.4 bilhdes de pessoas. Parte do aumento é devido ao envelhecimento da populacéo,
contudo a prevaléncia de HA em adultos jovens com >25 anos aumentou 40% na Ultima década,
(W.H.O., 2013; Mills et al., 2016) trazendo a hipertensdo arterial ao patamar de problema

generalizado de saude publica.

No Brasil, 0 numero de pessoas que foram diagnosticadas com HA cresceu 14,2% nos
ultimos 10 anos, passando de 22,5% em 2006 para 25,7% da populacdo em 2016, com
significativo aumento de 4% na faixa etaria <18 anos na ultima década (Brasil, 2017). Tal
crescimento onera o Estado em R$ 1,08 bilhdes de reais por ano, valores estes gastos em
medicamentos e internacdes. Isso faz com que o governo e as organiza¢des Pan-Americana e
Mundial de satide se mobilizem para o desenvolvimento de politicas publicas de prevenc¢do da
HA, como a reducdo do tabagismo e alcoolismo, a pratica de atividades fisicas e combate ao
sedentarismo, a regulamentacao da rotulagem nutricional de alimentos, incluindo alimentos
destinados ao publico infantil e, principalmente, a promocao da alimentacdo saudavel, com

reducdo na ingestao de sdédio (W.H.O., 2012; Brasil, 2017).

Virios fatores sdo elencados entre os responsaveis pela elevacdo cronica da pressao
arterial. Dentre eles, os habitos alimentares, em especial a adi¢do de sal (NaCl) aos alimentos,
parece desempenhar um papel relevante para o desenvolvimento da HA. Apesar de ter sido
proposta por médicos chineses ha cerca de 4.500 anos atrés, a correlagdo entre ingestdo de
quantidades elevadas de sodio na dieta e a HA fora formalmente estabelecida ha cerca de um
século pelo trabalho pioneiro de Ambard and Beaujard, em 1904 (Ambard e Beaujard, 1904)
apud (De Leeuw e Kroon, 2013) e tornou-se amplamente difundida apos trabalho de Kempner
em 1948 (Kempner, 1948) apud (Dahl, 1972). Desde entdo, este tema vem sendo objeto de
inimeros estudos que visam estabelecer os parametros de seguranca para ingestdo diaria de

sodio, os efeitos da ingestdo de quantidades elevadas deste mineral em nossa fisiologia em
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diferentes estagios da vida e, principalmente, por quais mecanismos bioldgicos o excesso de

sodio ingerido afeta o controle da pressao arterial a longo prazo.

Diversos estudos tém mostrado que dieta com sobrecarga moderada de sodio (0,9% Na*,
aprox. 2% NaCl), de forma isolada, ndo é capaz de induzir hipertensdo arterial em ratos adultos.
Contudo, quando essa sobrecarga de sédio é combinada a cofatores como, por exemplo,
angiotensina Il (Ang Il), ratos apresentam hipertensao arterial (King et al., 2007; Osborn et al.,
2012a; Collister et al., 2013). A despeito dos grandes avangos no entendimento de como o sédio
afeta o controle da presséo arterial, 0s modelos experimentais existentes apresentam alguns
limitantes para sua extrapolacdo e aplicacdo ao de que, de fato, ocorre em humanos. Um dos
modelos mais comumente utilizados, o de hipertensdo angiotensina Il-sal dependente requer
infusdo crénica de angiotensina 1, o que ndo tem paralelo com a hipertensdo sddio-dependente
em humanos(Osborn et al., 2007; Osborn et al., 2011).

Nesse sentido, buscamos aqui caracterizar e estudar um modelo de hipertenséo
desencadeado por quantidade de sodio (e apenas por sédio) na dieta, equivalentes agquelas
ingeridas por humanos diariamente, tomando-se como base o recomendado (W.H.O., 2012).
Sabemos que mecanismos neurogénicos tém sido associados ao desenvolvimento e manutencao
dessa hipertensdo, envolvendo regides hipotalamicas e bulbares, contudo, as causas de
disfungdes nas vias centrais que ativam estes mecanismos ainda ndo sdo bem conhecidas
(Leenen et al., 2002; Guyenet, 2006b; Carmichael e Wainford, 2015). Dados sugerem que
nesses modelos 0 aumento na concentracdo de sodio no liquido cefalorraquidiano (LCR) ativa
regides centrais especificas, que funcionam como “sensores de s6dio” e precedem estimulos
para 0 aumento de pressao, corroborando com o quadro de hipertensao arterial (Wang e Leenen,
2002; Huang et al., 2004).

Dessa forma no decorrer desse trabalho vamos abordar os efeitos da sobrecarga cronica
de sodio na dieta (modelo HS12W) sobre os padrdes cardiovasculares, concentragdes ibnicas
no LCR e plasma. Alem disso, avaliaremos como pressdo arterial e atividade simpatica lombar
respondem a estimulos osmoticos agudos, com a infus@o intravenosa da salina hipertonica e
sorbitol no modelo HS12W. Por fim, avaliaremos, em animais normotensos, a participacao de
estruturas hipotalamicas como o 6rgao vascular da lamina terminal e nucleo paraventricular do
hipotdlamo (OVLT e PVN, respectivamente) em resposta a NaCl e Ang Il na modulacdo da

pressdo arterial e atividade simpatica.
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2. Revisao da literatura



2.1. Consumo de sodio

A ingestdo padronizada recomendada pela Organizacdo Pan Americana de Saude
(OPAS) ¢! a OMS ¢é de no maximo 5g de cloreto de sédio por dia para adultos, o que corresponde
a uma ingestdo didria de 2000mg de sodio (Na"). Diversos estudos demonstraram que a média
da ingestao diéria de sodio pela populacdo humana adulta esta cerca de 2 vezes o recomendado
pela OMS e um grande niimero de pessoas ingerem mais de 3 vezes o recomendado. Para estes
ultimos, ja se observa um quadro de HA estabelecido, constituindo-se, assim, um problema de

satde publica urgente e de grandes propor¢des (W.H.O., 2012).

O sédio, encontrado na forma de cloreto de sodio, popularmente conhecido como “sal
comum” ou “sal de cozinha” ¢ um mineral essencial ao funcionamento do organismo. Ele
participa do controle do volume e osmolaridade extracelulares, da condugdo de impulsos
nervosos, do controle da contragdo muscular, do transporte transmembranar dentre outros
(Berne et al., 2004; De Luca et al, 2014). Por seu papel no controle do volume e
composi¢ao/osmolaridade extracelulares, o sédio também ¢ um elemento importante no
controle do volume circulante € mecanismos de osmorregulagdo, influenciando de forma direta
e indireta a pressao arterial sistémica do individuo. (Bourque, Charles W., 2008; De Luca et al.,

2014; Noda e Hiyama, 2014).

Uma dieta basica com a ingestdo de alimentos in natura ja supre o organismo de
quantidades adequadas desse mineral (Mahan e Escott-Stump, 2010). Do ponto de vista
evolutivo, a ingestdo de sddio foi estimada em muito baixa (1g/dia) em culturas primitivas e
permaneceu assim por milhares de anos. Estima-se que ha alguns milénio atrds, os paises
ocidentais experimentaram um aumento na ingestdo didria de sal para cerca 5g/dia, atingindo
seu pico de ingestdo no século 19, quando o consumo didrio médio de sal chegou a 9-12g/dia
(Ha, 2014). A justificativa para esse aumento se baseou na principal técnica para conservagao
de alimentos a época, que consistia em salgar alimentos com alto teor de dgua (peixes, carnes,
etc.). Com o advento do refrigerador no final do século 19 e sua grande difusao at¢ meados do
século 20, o consumo de sal reduziu um pouco. Contudo, a partir da segunda metade do século
20 e inicio do século 21, o aumento no consumo de alimentos industrializados (que utilizam o
sodio em larga escala como realcador de sabor e conservante), fez o consumo diario de sal
crescer novamente, atingindo patamares na ordem de 10 g/dia (Bernstein e Willett, 2010;

W.H.O., 2011; Ha, 2014).
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Na Gltima pesquisa de orcamentos familiares realizada no Brasil (POF 2008-2009),
através da aplicacdo de questionérios alimentares, constatou-se que, em média, adultos
brasileiros consomem 12g de sal por dia, mais do que o dobro do preconizado pela OMS
(Instituto Brasileiro De Geografia E Estatistica, 2011). Em um estudo mais preciso da ingestdo
de sdédio, baseado na excrecao de sddio na urina em 24 horas, um estudo realizado no Brasil
mostrou que a ingestdo média de sal em uma populacao de Vitoria/ES ¢ estimada em 10g/dia.
Nesse trabalho, um niimero significativo de individuos ingere mais de 15g de sal por dia, trés
vezes o recomendado pela OMS e que ¢ ainda cerca de 10 vezes aquilo que nossos ancestrais
ingeriam durante um grande periodo de nossa evolug¢do (cerca de 1 g/dia). Este consumo
elevado de sdédio mostrou-se associado com a elevacao da pressao arterial sistolica (PAS) nestes
individuos (Rodrigues e Junior, 2015). Em outro estudo, Sarno e cols. estimaram que a ingestao
de sddio esta acima do recomendado em todas as macrorregides e classes de renda brasileiras,
0 que se atribui a reducdo da alimentagdo in natura diaria e o aumento dos alimentos

industrializados, ultra processados e pratos prontos congelados (Sarno et al., 2013).

Varios autores questionam a efetividade de normativas para reducdo da quantidade de
sodio adicionado a alimentos argumentando que, por vezes, oferecer uma dieta “insonse” a
individuos com paladar adaptado ao consumo de grande quantidade de NaCl ndo alcanc¢a bons
resultados por problemas de adesdo a dieta (Bertino et al., 1986; Liem et al., 2011). Assim,
torna-se necessario desenvolver estratégias terapéuticas que possam minimizar o problema.
Para isso, precisamos expandir nosso entendimento de como a ingestéo de quantidades elevadas

de sddio afetam a homeostasia do individuo.

2.2 Hipertensio sal-sensivel

Na tentativa de melhor entender os mecanismos fisioldgicos e patofisioldgicos
envolvidos na hipertensdo sal-sensivel (HSS), a comunidade cientifica busca de forma
exaustiva um modelo experimental que possa melhor caracterizar a HA que acomete 0s
humanos, para preencher o hiato existente entre a ciéncia basica e a aplicacdo pratica do

conhecimento no tratamento dessa patologia.

Dessa forma, varios modelos roedores foram utilizados para estudos. Entre os modelos

de hipertensdo de origem genética, os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e a linhagem
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Dahl destacam-se entre os mais utilizados na literatura. Desenvolvido por Okamoto e Aoki em
1963, a linhagem SHR apresenta progressiva hipertrofia cardiaca, com um aumento da
resisténcia periférica total e débito cardiaco reduzido (Okamoto e Aoki, 1963; Trippodo e
Frohlich, 1981). J& os animais Dahl, sdo separados por duas cepas, 0s nhao-hipertensos,
denominados Dahl sal-resistentes e os Dahl sal-sensiveis, que desenvolvem hipertensdo quando
expostos a dietas com 8% NaCl, induzida pelo aumento da permeabilidade da membrana celular
e dificuldade renal de excrecdo de Na* (Dahl et al., 1962).

Para induzir a hipertensdo, uma das estratégias mais comuns utilizadas ¢ a privacao
hidrica ou a substituicao da agua de beber por salina, causando desequilibrio hidroeletrolitico e
aumentando a osmolaridade plasmatica (Moreira, M. C. ef al., 2014; Ribeiro, Natalia et al.,
2015). Outra abordagem experimental realizada ¢ a exposi¢do de animais a niveis muito
elevados de sodio, figurando entre 4 a 16 vezes o recomendado, promovendo grandes mudancas
bioquimicas e fisioldgicas que predispdem ndo somente a hipertensdo como a comorbidades
associadas (Zhang et al., 2015; Dornas et al., 2017), resisténcia a insulina (Ogihara et al., 2001),
anormalidades histoldgicas e perda de fungdo renal, além do aumento da proteintria e

albuminuria (Gu, J. W. et al., 2008).

Nos ultimos anos, varios estudos se concentraram no modelo denominado Ang II-sal
dependente. Como controle experimental do modelo, parte dos animais ¢ submetido apenas a
dieta com 2% de NaCl (cerca de 3 a 4 vezes o recomendado para roedores) e os resultados
mostram que apenas a sobrecarga moderada de sodio na dieta (2% de NaCl) com livre acesso
a adgua ndo ¢ capaz de induzir aumentos significativos na pressao arterial em ratos adultos.
Contudo, quando combinada com infusdo cronica de angiotensina II (Ang II), esta ingestao
moderada de sodio ¢ capaz de produzir aumentos significativos na pressdo arterial (Osborn,
1991; King et al., 2007; Mcbryde et al., 2007; Osborn et al., 2007; Osborn et al., 2011)
fortemente dependente de aumento da atividade nervosa simpatica (SNA) eferente (King e
Fink, 2006; King et al., 2007), demonstrando a importancia do sistema nervoso central para o

desenvolvimento da hipertensdo neste modelo dependente de sddio.

Estudos que utilizam modelos animais experimentais, bem como em seres humanos,
levaram a duas principais teorias sobre os mecanismos primarios que causam hipertensao
dependente do sal. A primeira, de retengdo de sodio e dgua nos fluidos extracelulares,
associadas as alteragdes no volume sanguineo, seguindo a teoria de Guyton. A segunda, de

mecanismos neurogénicos, sugere que O aumento permanente da pressdo arterial é
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consequéncia de uma disfuncdo neural que levaria a respostas simpatoexcitatdrias em diferentes

leitos e provocaria aumento da PA.

As alteragdes do organismo frente a mudangas na ingestdo de so6dio tem um padrio
heterogéneo, ou seja, as respostas variam de acordo com cada individuo, o que caracteriza a
sensibilidade ao sal. Apesar de ndo ter uma definicao universal padronizada, a HSS ¢ sempre
referida como “um aumento no estado estavel da pressdo arterial média em decorréncia de um
aumento sustentado na ingestdo de s6dio”. Na década de 1970-80 acreditava-se que a HSS era
derivada de uma disfuncdo renal primaria. Nesse modelo, a ingestdo elevada de sodio
provocaria retencdo de dgua e aumento de volume circulante, elevando a pressdo e ficou

conhecido como C-G model (Guyton e Coleman, 1967).

Ao longo dos anos, Guyton e cols. continuaram a revisar o modelo, desenvolvendo
novos experimentos ¢ descobertas. Logo, este modelo passou a desafiar a visdo cardiocéntrica
do controle cardiovascular ao fortalecer a relacdo entre regulacdo do volume do fluido
extracelular e variacdes na PA. Dessa forma, a funcdo de controle a longo prazo da pressao
arterial foi atribuida ao equilibrio entre a entrada de fluidos pelo trato gastrointestinal e a saida
pela eliminacao de agua e sal na urina pelos rins (Guyton ef al., 1972a). Em seu tltimo trabalho,
datado de 1992 ¢ refor¢ado o conceito de que o sistema de pressao por natriurese ¢ o regulador
da PA a longo prazo e do equilibrio de sddio no organismo (Guyton, 1992). Os trabalhos de
Guyton foram muito Uteis para a comunidade cientifica e bastante esclarecedores sobre o
controle do equilibrio hidroeletrolitico e sua relagdo com a pressdo. Contudo, eles ndo incluem

a importancia fundamental da participagdo neural no controle a longo prazo da PA.

2.3 Controle neural da pressao arterial

O sistema nervoso central tem importante papel no controle da PA e de todo o sistema
cardiovascular, por meio da modulacdo autondmica dos dois principais elementos
determinantes da pressdo arterial: o débito cardiaco (DC) e a resisténcia periférica total (RPT).
Estes dois elementos sdo regulados pelo sistema nervoso autondmico simpatico (SNS) e
parassimpatico (SNP). O SNS controla a resisténcia periférica total e as propriedades
inotropicas e, em menor extensao, cronotropicas do coracao. Ja o SNP tem influéncia dominante

sobre as propriedades cronotrdpicas do coracdo, tendo papel dominante nos ajustes do débito
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cardiaco pelo sistema nervoso autonomo (Berne er al, 2004). Tanto a atividade eferente
simpatica quanto a atividade eferente parassimpatica sdo determinadas por uma rede neuronal
bastante intrincada que envolve circuitos neuronais hipotalamicos e bulbares. Compdem estes
circuitos o nucleo do trato solitario (NTS) (Guyenet, 2006a), as areas especificas descritas por
Guertzenstein como participantes do controle cardiovascular, areas ventrais do bulbo, rostral
(RVLM) e caudal (CVLM) (Guertzenstein, 1973; Guertzenstein ¢ Silver, 1974; Guertzenstein
e Lopes, 1984) e o hipotalamo (De Wardener, 2001; Carmichael e Wainford, 2015).

O NTS constitui uma regido com grupos heterogéneos de neurénios e pode ser dividido
em NTS rostral, NTS intermediério, principal regido de entrada de aferéncias barorreceptoras e
NTS commissural, principal regido de entrada das aferéncias quimiorreceptoras. O NTS ¢
também um importante centro integrador do controle cardiovascular e primeira “esta¢do
sinaptica” dos sinais provenientes da periferia (Haberich, 1967; Colombari et al., 2001). Na HA
que ¢ definida como neurogénica, a provavel causa da patologia ¢ uma disfunc¢do no controle
autondmico, ao invés de alteracdes renais ou vasculares (Reis e Talman, 1984; Guyenet,
2006b). Essa alterag¢ao pode se originar na maquinaria central ou nas aferéncias barorreceptoras,
responsaveis pelo controle da PA momento a momento, com redugao no controle barorreflexo
da atividade nervosa simpatica (Irigoyen e Krieger, 1998; Guyenet, 2006a) e aferéncias dos
quimiorreceptores, com ativacdo dos quimiorreceptores periféricos, provocando uma excitacdo
constante do SNS (Franchini e Krieger, 1992; Trzebski, 1992; Guyenet, 2000).

Assim, as informacgdes que chegam ao NTS sdo processadas e retransmitidas para
regides bulbares que controlam o balanco autondmico, dentre elas as areas ventrais do bulbo
(Loewy, 1990; Ciriello et al., 1994; Colombari et al., 2001). Na HA neurogénica ocorre a
hiperatividade simpatica, regulada em grande parte pelos neurbénios pré-motores simpaticos
localizados no RVLM, que enviam projeces aos neurdnios pré-ganglionares simpaticos na
coluna intermediolateral, direcionando o fluxo simpatico para 0s vasos sanguineos e para o
coragdo (Adams et al., 2009; Stocker et al., 2015a). Ja os neurdnios simpéticos pos-
ganglionares regulam a contragdo das arteriolas, aumentando a resisténcia periférica.
Participam também no controle do débito cardiaco, com aumento da forga de contracéo
miocérdica e por meio da constri¢do das veias modulam o volume sanguineo (Guyenet et al.,
1989; Colombari et al., 2001; Dampney et al., 2002). Essa ativacdo constante do RVLM eleva
a PA por aumento do DC e da RPT, além de aumentar a liberacdo substancias vasoativas, como

catecolaminas, indicando que esse circuito é o principal gerador do tdnus vasomotor simpatico
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exacerbado que esté presente na hipertensdo sal-dependente (Colombari et al., 2001; Guyenet,
2006a).

A atividade simpética é mantida e modulada pela agdo de regides cerebrais bulbares e
também pelas prosencéfalicas, que sdo suscetiveis a alteracfes na neurotransmissao por alto
consumo de sal (Osborn et al., 2012b; Osborn et al., 2014; Simmonds et al., 2014). Porém, 0s
mecanismos pelos quais essas regides sdo estimuladas pelo sddio ingerido ainda permanecem
obscuros. Na regido hipotalamica, o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) atua
coordenando e integrando a transducdo de sinal em resposta a estimulos centrais e periféricos,
neuroendocrinos e autbnomos, participando da rede neural que regula o controle central da
pressdo arterial (Stocker et al., 2004; Stocker et al., 2005; Guyenet, 2006b). Achados
demonstram que uma subpopulacdo de neurénios do PVN firma projecGes com neurdnios pré-
motores simpaticos localizados no RVLM e diretamente com neurdnios ganglionares
simpaticos da coluna intermediolateral (IML) (Sawchenko e Swanson, 1982; Guyenet et al.,
1989) e também inervam o NTS (Stern et al., 2012). Diversos estudos correlacionaram o papel
do PVN diretamente na modulacdo simpatica e controle da PA, respondendo com aumento da
SNA e PA, em resposta a estimulacdo quimica (Kenney et al., 2001), e a alteracfes na
osmolaridade plasmatica (Toney et al., 2003a). Em contrapartida, a inibicdo do PVN com
agonista do recebptor GABAA, (Antunes et al., 2006b) ou o bloqueio dos receptores AT: da
Ang Il (Chen e Toney, 2001) atenuam significativamente a SNA, mesmo com um aumento
agudo na osmolaridade plasmatica. O PVN, como centro integrador, também recebe projecGes
de numerosas regides hipotalamicas que estdo relacionadas com a homeostase de fluidos
corporais, metabolismo e respostas imunes (Dampney et al., 2002; Benarroch, 2005), como por
exemplo os 6rgdos circunventriculares (OCVs).

Os OCVs sdo estruturas especializadas localizadas proximas as paredes dos ventriculos
cerebrais, que por possuirem seus capilares fenestrados, apresentam formacdo incompleta da
barreira hematoencefélica, permitindo um trafego livre de moléculas e ions do plasma para o
fluido extracelular tornando seus neurdnios expostos ao ambiente quimico semelhante a
circulacdo sanguinea (Johnson e Gross, 1993; De Luca Junior, 2013). Eles conseguem detectar
e monitorar estimulos ambientais a partir de niveis de glicose, célcio, aminoacidos, fatores
humorais, como Ang Il, vasopressina, insulina, aldosterona, além de cloreto de sodio e
osmolaridade, diferente de outras regides do sistema nervoso central ndo conseguem (Mckinley,
Mcallen, et al., 2003; Bourque, C. W., 2008; De Luca Junior, 2013; Noda e Hiyama, 2015),

permitindo ao cérebro responder a estas alteragdes por vias neurais ou enddcrinas, ja que
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possuem receptores para diversos hormonios como Ang II, , entre outros. Os OCVs mais
estudados estdo localizados na lamina terminal (LT), que constitui a parede anterior do terceiro
ventriculo, € sd@o o 6rgao subfornical (SFO) e o 6rgao vascular da lamina terminal (OVLT).
(Mckinley et al., 1998; Bourque, C. W., 2008; De Luca et al., 2014).

O SFO se localiza na extremidade dorsal da LT e 0 OVLT na extremidade ventral. Além
de estarem conectados entre si (Mckinley et al., 2001), esses dois 6rgdos também enviam fibras
eferentes tanto para as regides magnocelular como para a regido parvocelular do PVN. O SFO
tem sido descrito como importante regido no controle do balanco hidrieletrolitico, mediando a
ingestdo de agua e NaCl (Roncari et al., 2014), sendo referido nos trabalhos mais atuais como
locus primério de identificacdo do nivel de Na* no cérebro. Por ser rico em canais Nax,
desempenha papel critico na deteccdo do mineral (Noda e Hiyama, 2015; Hiyama e Noda,
2016). Em resposta a Ang Il expressa a proteina c-fos (Mckinley et al., 1992), induz a ingestéo
de dgua (Simpson et al., 1978) e aumenta a pressao arterial (Mangiapane e Simpson, 1980).
Quando é estimulado, elétrica ou quimicamente, o SFO secreta vasopressina (Ferguson e
Kasting, 1986) e aumenta o ténus simpatico (Ciriello e Gutman, 1991).

O OVLT, menos estudado dos 6rgdos circunventriculares sensoriais, se localiza na
regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), ventral a comissura anterior e esta ligado
ao quiasma 6ptico por uma fina fatia de tecido conjuntivo. Foi identificado como o conjunto
principal de osmorreceptores centrais, que possuem neurdnios que se ativam em resposta a
estimulos hiperosmoticos (Prager-Khoutorsky e Bourque, 2015; Kinsman, Simmonds, et al.,
2017), aumentando a expressdo de neurdnios fos-positivos (Oldfield et al., 1994). Os neurénios
do OVLT possuem osmossensibilidade intrinseca (Ciura e Bourque, 2006; Kinsman,
Simmonds, et al., 2017), o que contribui para a participagdo desses neurénios na regulacéo da
sede (Stricker e Sved, 2002; Mckinley et al., 2004) e na secrec¢do de vasopressina (Mckinley et
al., 2004).

Sabe-se que a solugdo hipertonica de NaCl aumenta a frequéncia de descarga de
neurdnios no OVLT, além de produzir aumentos concentracdo-dependente na PA, SNA lombar
e adrenal. (Kinsman, Simmonds, et al., 2017). Apesar de os neurbnios OVLT detectarem
alteracOes tanto no teor de sodio circulante como na osmolaridade, até recentemente ndo se
sabia se esses mesmos neurdnios respondiam maneira diferente a solucGes hiperosmolares, a
base de sodio ou ndo. Kinsman e cols, observaram diferencas na magnitude de resposta a
solucdo hipertdnica de cloreto de sodio e manitol, indicando que possivelmente existem

populagdes distintas de neurénios do OVLT que produzem tal resposta (Kinsman, Browning,
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et al., 2017) e que eventualmente dentro do mesmo 6rgdo existem processos celulares distintos
que controlem sede, secrecdo de vasopressina e atividade simpatica, por exemplo.
Corroborando com os dados de que o OVLT participa na no controle da pressdo arterial em
modelos de HSS, experimentos demonstraram que a leséo do 6rgao ndo reduz a PA em animais
normotensos, contudo abole o efeito pressor da Ang Il em ratos que consomem sal (Collister et
al., 2013) e que a leséo na regido AV3V previne o efeito pressor da infusdo de solugéo de salina
hipertonica (Colombari e Cravo, 1999; Pedrino et al., 2005). Mais recentemente, Nomura e
cols. demonstraram que o aumento da PA e SNA provocado por excesso de sodio é mediado
pelo OVLT e requer a participacdo de canais Nax, pois, a carga salina ndo produz 0 mesmo
efeito em animais knockout para este canal (Nomura et al., 2019), contudo desafiando a viséo
que se tinha até entdo de que a osmossensibilidade dos neurdnios ndo seja uma caracteristica
intrinseca do OVLT e sim em decorréncia de um processo paracrino (Guyenet, 2019). Eles
demonstraram também que os neurdnios do OVLT sdo glutamatérgicos, e que suas projecdes
alcangam a regido parvocelular do PVN (Nomura et al., 2019), reforgando a existéncia da via
polisinaptica OVLT-PVN-RVLM como ja demonstrado anteriormente (Stocker et al., 2004;
Stocker et al., 2015a).

Dessa forma, estudos realizados ao longo das ultimas décadas trouxeram varios
elementos de prova que sustentam a hipotese de que a hipertensao dependente do sal se inicia
por mecanismos neurogénicos. O modelo de origem neurogénica da hipertensao defende que a
incapacidade dos rins em administrar e regular adequadamente o volume circulante de sangue
ndo ¢ a causa primaria da hipertensado. Isso sugere que o C-G model ¢ incompleto (Averina et
al., 2014). Apesar de ndo descartar completamente a participacdo do sistema nervoso central
no controle a longo prazo da PA, o C-G model apresenta a funcao de controle da PA pelo
sistema nervoso central de forma bastante rudimentar, sendo responsavel apenas por controles
basicos de reflexos cardiovasculares, como o barorreflexo e o quimiorreflexo ou, em segundo

plano, atividade simpética apenas para o leito vascular renal (Guyton, 1980).

Hoje se sabe que o sistema nervoso simpatico € capaz de gerar padrdes de resposta muito
regulares a uma série de estimulos estressantes ao organismo, que aumentam a atividade
simpatica para o coracdo, rins, leito lombar e esplancnico e misculo esquelético, direcionando
o fluxo sanguineo para onde for necessario nessas condi¢des (Guyenet, 2006a; King et al.,
2007). Evidéncias experimentais também demonstraram que ndo ha relacdo exclusiva entre o
aumento do volume de sangue circulante e a génese da hipertensao (King e Fink, 2006) e que

apenas a desnervacgao renal ndo causa reducdo dos niveis pressoricos de animais Ang Il-sal
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dependentes (King et al., 2007). Ao contrario do que se pensava, o excesso de sodio reduz
brevemente a atividade simpatica renal (Yoshimoto et al., 2010; Pedrino et al., 2012; Kinsman,
Simmonds, et al., 2017). Mais ainda, Osborn e cols. ¢ King & Fink demonstraram que a
ganglionectomia celiaca (King ef al., 2007) e o bloqueio farmacologico ganglionar por inje¢ao
endovenosa de hexametonio (King e Fink, 2006) previnem o aumento de pressao arterial no
modelo Angll-sal, sugerindo fortemente uma origem neurogénica, € nao renal, da hipertensao

arterial por excesso de sddio na dieta.

Sabe-se que o aumento de sodio circulante por protocolos como infusdo de salina
hipertonica, privacdo hidrica e substituicdo de agua de beber por salina, por exemplo, pode
provocar hiperosmolaridade plasmatica, ativando o sistema nervoso autonomo em modelos
animais (Toney e Stocker, 2010b; Colombari et al., 2011; Pedrino et al., 2012; Moreira, M. C.
et al., 2014; Ribeiro, N. et al., 2015). Ao encontro dessa observacao, diversos trabalhos
corroboram esta hipdtese, como os de Antunes e cols., que observaram que a administragao
prévia de antagonista alfa adrenérgico atenua a resposta pressora a infusdo de salina hipertonica
(SH) (Antunes et al., 2006a), os de Brooks e cols. ¢ Weiss e cols. que observaram, por método
direto, além do aumento da PAM pela infusdo de SH, aumento da atividade nervosa simpatica
lombar (Weiss et al., 1996a; Brooks, Virginia L. et al., 2004) e reducdo da atividade nervosa
simpatica renal (Weiss ef al., 1996a) e os de Toney e cols., que observaram que infusdo
intracarotidia de SH aumenta o padrao de disparos dos neurdnios parvocelulares do PVN para
0 RVLM (Toney et al., 2003b) evidenciando, em todos os casos, que o aumento agudo na
concentragdo extracelular de sddio pode modular a atividade simpatica de forma a produzir

aumento de pressao arterial.

Em protocolos bem especificos como os supracitados, que induzem alteragdes no
conteudo de sodio no plasma e osmolaridade a correlagdo com o aumento da PA e tonus
simpatico ja estd bem estabelecida. Contudo, nos experimentos onde essas alteracoes
plasmaticas estdo ausentes e ainda sim permanece o aumento da PA (Huang e Veerasingham,
1998), qual seria a origem do estimulo que provocaria a elevagdo dos niveis pressoricos? As
mudangas no contetdo de sodio circulante, em fun¢do ou ndo da ingestao, sdo reconhecidas no
organismo por estruturas denominadas osmorreceptores, que detectam alteracdes na
osmolaridade do plasma e liquido cefalorraquidiano (LCR). Postula-se que os osmorreceptores
centrais se localizam nos CVOs e que suas proje¢des ativem regides prosencefalicas e bulbares,

integrando mecanismos de controle da osmolaridade e balanco hidroeletrolitico (Toney et al.,
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2003b; Bourque, Charles W., 2008). Perifericamente os osmorreceptores se localizam no
sistema porta-hepatico (Haberich, 1967) e convertem o estimulo produzido pelo aumento nos
niveis de solutos extracelulares em atividade nervosa simpatica para regioes bulbares, fazendo
sinapse no NTS e modulando a atividade autondémica (Bourque, Charles W., 2008; Noda e
Hiyama, 2014).

Diante disso, estudos recentes vem relatando a ligacao entre o aumento de sddio no LCR
e o aumento do tonus simpatico com consequente aumento da PA (Noda e Hiyama, 2014;
Stocker et al., 2015b). O LCR ¢ o liquido produzido pelo plexo coroide e preenche os
ventriculos cerebrais, o espago subaracndideo e o canal espinhal. Possui a importante fungao
de levar nutrientes ao sistema nervoso, drenar produtos indesejaveis do metabolismo, além de
funcionar como via de comunicagao paracrina e endocrina entre nucleos do cérebro (Brown et
al., 2004a). Em situacdes de homeostasia, a composi¢ao do LCR ¢ ligeiramente diferente da do
plasma, com baixa concentrag¢do de proteina, concentragdo de so6dio parecida com a do plasma
e com concentracao de potassio reduzida (em relagdo ao plasma). A concentracdo de seus ions
¢ minunciosamente regulada pelo plexo coroide para manter a integridade estrutural e funcional
do cérebro (Jones e Keep, 1987). Aparentemente, o controle rigido das concentragdes de sodio
e potassio no LCR ¢ importante para o funcionamento de circuitos que controlam a atividade
simpatica. Estudos realizados por Leenen e cols. mostraram que a infusdo cronica de LCR rico
em sodio nos ventriculos laterais de ratos Wistar normotensos € capaz de induzir aumento da
pressdo arterial por aumento da atividade simpatica eferente (Huang e Veerasingham, 1998).

A elevacdo dos niveis de sddio no LCR também fora comprovada em ensaios onde ratos
das linhagens Dahl-S e SHR que se alimentaram com dietas contendo altos teores de sodio (4
a 8% de NaCl) (Nakamura, K. e Cowley, A. W., 1989; Huang e Vliet, 2004). Além disso, em
ensaios experimentais com seres humanos a ingestao de dietas contendo 18g de sddio por dia
na forma de NaCl também foi capaz de fazer aumentar a concentragdo de s6dio no LCR e
pressao arterial dos individuos ditos sal-sensiveis pelo estudo (Kawano, Yoshida e Kawamura,
1992) levantando a hipdtese de que o aumento na concentragao de sodio no LCR pode ser um
elemento-chave para produzir hipertensao arterial via aumento de atividade simpatica.

Cada modelo trabalhado na correlagdo de sal com a hipertensdo tem seus pontos fortes
e fracos. Apesar de muito Uteis na compreensdo e elucidagdo de vias e mecanismos da
hipertensdo sddio-dependente, uma caracteristica comum a todos eles € que para se obter

hipertensao arterial sustentada, condi¢des muito estritas t€ém que ser estabelecidas. Isto distancia
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a realidade fisiopatologica destes modelos da realidade observada na hipertensdo sodio-

dependente em humanos.

Dessa forma, surge a necessidade de estabelecer se o sistema nervoso central, via
sistema nervoso simpatico, teria papel fundamental na génese ¢ manutencdo da HA em um
modelo de hipertensao arterial induzida exclusivamente por adi¢ao de quantidade moderadas
de sodio na dieta, equivalentes aquelas observadas na alimentagdo humana atualmente. Nossa
hipotese foi de que essa dieta produziria aumento da atividade simpatica periférica, responsavel
pelo aumento de pressao arterial nestes animais e de que alteragdes na concentracdo de sodio
nos fluidos extracelulares poderia ser a causa primaria do aumento da pressao arterial via

mecanismos centrais.
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Capitulo 1

Nesse capitulo sera abordado a caracterizagéo inicial do modelo HS12W quanto a pressao

arterial, frequéncia cardiaca, padrdes bioguimicos e histologicos.
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3. Objetivos



3.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos envolvidos na hipertensao arterial induzida exclusivamente por

sobrecarga de sodio na dieta durante 12 semanas a partir do desmame em ratos Wistar adultos.

3.2 Estratégias metodologicas especificas

v’ Auvaliar as altera¢des nos niveis de pressdo arterial de ratos HS12W;

v’ Avaliar a participagdo do tonus simpatico na hipertensdo de ratos HS12W por meio de
técnica farmacolégica (injecdo endovenosa de hexametonio)

v' Auvaliar a alteragdes bioquimicas no plasma, urina e LCR decorrentes da sobrecarga de
sodio na dieta;

v’ Avaliar a morfo-histologia dos rins e coragio;
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4.Metodologia



4.1 Modelo Animal

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar recém-desmamados (21 dias de idade) e
colocados sob dietas com niveis de sddio controlados por 12 semanas imediatamente apds o
desmame. Ao final, estes animais apresentaram massa corporea média de 364 g. Os animais
foram gerados e mantidos em racks ventiladas no Centro de Ciéncia Animal da UFOP, com 25
trocas/hora de ar, racdo e agua (de torneira) ad libitum, ciclo claro-escuro de 12h e temperatura
média de 24£1°C, até a realizacdo dos procedimentos experimentais. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com a Lei Arouca (Lei 11.794) e com aprovacao prévia da Comissao
de Etica em Uso Animal da Universidade Federal de Ouro Preto, sob protocolo n° 2015/18 e
2016/13.

No acasalamento, duas fémeas virgens ¢ um macho, todos com trés meses de idade,
foram colocados em gaiolas de acrilico (Alesco®) de 47 x 33 x 15 cm. Apds cinco dias de
acasalamento, os machos foram retirados e as fémeas realocadas em gaiolas individuais durante
o periodo de aproximadamente 21-25 (gestacdo), onde receberam dieta comercial Nuvilab®

contendo 0,27% de Na" e agua filtrada ad libitum.

No segundo dia apds o nascimento, foi feita a sexagem dos filhotes e as ninhadas foram
manipuladas de maneira a manter um maximo oito filhotes por mae. Os filhotes remanescentes
foram eutanasiados. As progenitoras continuaram recebendo ra¢io comercial Nuvilab®
contendo 0,27% de Na" e dgua ad libitum ¢ os filhotes foram amamentados por mais 20 dias,

totalizando 21 dias.

Findado o periodo de amamentacdo, os filhotes foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos: um grupo recebeu dieta com sobrecarga de sodio (0,9% Na™) por 12 semanas
apo6s o desmame, o qual foi denominado grupo HS, n=42; seu respectivo grupo controle recebeu
dieta Nuvilab® (0,27% Na*) por 12 semanas, o qual foi denominado grupo Cont, n=40; outro
grupo de ratos recebeu dieta com sobrecarga de sodio (0,9% Na') por 12 semanas apOs o
desmame e, na sequéncia, dieta controle por mais trés semanas, o qual foi denominado HS
Unload, n=8; seu respectivo grupo controle recebeu dieta Nuvilab® (0,27% Na*) por 15
semanas, o qual foi denominado grupo Cont, n=8. A dieta do grupo HS e HS Unload foi
fabricada no Laboratdrio de Fisiologia Enddcrina e Cardiovascular, pela adi¢ao de NaCl a ragao
comercial de forma a se obter uma ragdo com contetdo final de Na* de 0,9% (adicionando-lhe

0,63% Na"). Para esse fim, a ragdo comercial foi moida, de forma a facilitar a incorporagdo do
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cloreto de sodio previamente micronizado. Para equiparar as condig¢des fisicas das dietas

ofertadas aos grupos controle de HS, a dieta ofertada ao grupo controle também foi moida.

Nascimento Desmame

12 semanas )
N wy Grupossob dieta FF‘{eglstrIo deFF::AE,
€ S - Controle ou HS X, co et,a i
g A sangue e 6rgdos.
- r N
§ 2ds § -
Nascimento Desmame
12 semanas 3 semanas )
Grupos sob dieta Grupos sob dieta Registro de PA,
Controle ou HS Controle Hex.
B s N N
§ 21dis § o I

Figura 1. Delineamento experimental do capitulo I. Ratos: Wistar (CCA UFOP). Dietas: Controle (Nuvilab®
moida, contendo 0,27% de Na*) e HS (Nuvilab® moida, contendo 0,90% de Na* - 3,3 vezes o normal). Tempo

total de dieta: 12 ou 15 semanas.

4.2 Drogas e Solucdes

Veiculo: PBS (Salina tamponada com fosfato)

A solucao foi preparada diluindo utilizando os sais NaCl, NaoHPO4+.H>O e
NaH>PO4.H20O P.A. (Sigma-Aldrich SP, Brasil) em q.s.p. 1000 mL de 4gua ultrapurificada
(Milli-Q). A solugdo foi ajustada em pH 7,2, transferida para o frasco Mariotte, e esterilizada

por autoclavacao durante 30 minutos e mantida a temperatura ambiente para uso.

Drogas utilizadas nos procedimentos cirtrgicos
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Como medida profilatica, utilizou-se anti-inflamatério (cetoprofeno 10%, Biofarm, SP,
Brasil) na dose de 1mg/kg de animal, por via intramuscular e antibidtico (pentabidtico
veterinario: Penicilina 4.800Ul/kg, Estreptomicina 2mg/kg de diidroestreptomicina 2mg/kg,
Zoetis, SP, Brasil), sendo o volume injetado de 0,1 mL por animal, por via subcutanea. Para
anestesia utilizou-se um mix de anestésico ketamina (Syntec, SP, Brasil) + xilazina (Syntec,
SP, Brasil) (ketamina: 80mg/kg e xilazina: 7mg/kg, volume de 0,1mL/100g de animal) por via

intraperitoneal e isoflurano (5% para inducdo e de 1 a 3% para manutenc¢ao) por via inalatéria.

Anticoagulante para registro de pressao arterial e coleta da amostra de sangue

Diluiu-se a solugdo de heparina 5.000UI (Hemofol, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda.)
em PBS ultrafiltrado para a preparag¢do da solugdo final com concentracdo de 1000UI/mL. A
solugdo foi aliquotada em tubos Eppendorf com 0,4 mL, armazenadas a -20°C e utilizadas em

quantidades que se fizessem necessarias.

Avaliagao da atividade simpatica por hexametonio

Para avaliar o bloqueio simpatico, uma solucdo de cloreto de hexametonio (Sigma-
Aldrich SP, Brasil) foi preparada em PBS na concentragdo de 20 mg/mL e administrada na dose
de 20mg/kg, aliquotado em tubos Eppendorf de 1,5 mL e armazenados a -20°C até o momento

do uso.

4.3 Coleta de urina, sangue e liquido cefalorraquidiano

Um grupo de 21 animais (Cont n=10 e HS n=11) foi alocado em gaiolas metabdlicas
(Tecnoplast®) na 12 semana ap6s o desmame e 1la permaneceram por 48h, sendo as 24h iniciais
para adaptacdo ao meio e as seguintes para medida de urina produzida, medida de volume de
agua ingerida e de racdo ingerida, todas em 24 horas. Uma amostra de urina foi reservada para
dosagens de sodio, potassio, creatinina e ureia. Apds a coleta de urina, esses mesmos animais
permaneceram em jejum por 12 horas, foram anestesiados com isoflurano 5%,
toracotomizados, receberam 0,ImL de heparina 1000 UI/mL intravenosamente e a veia cava
toracica foi seccionada ao lado do atrio direito. Uma amostra de 3mL de sangue foi coletada.
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Todas as amostras foram imediatamente centrifugadas a 6035 RCF' durante 10 min e

armazenadas a -20°C até as dosagens bioquimicas na urina e no plasma.

Outro grupo de 10 animais (Cont n=5 ¢ HS n=5), em jejum por 12 horas, foi utilizado
para retirada de amostras de LCR. Para tanto, os animais foram posicionados em um aparelho
estereotdxico e os musculos occipitais foram gentilmente removidos para expor a membrana
atlanto-occipital. Uma agulha 28G foi cuidadosamente inserida na cisterna magna, sem
danificar o tecido adjascente, ¢ um volume de aproximadamente 100 pL de LCR foi retirado
por sucgdo leve. A osmolalidade foi imediatamente medida em uma fragdo desta amostra. Uma
segunda parte da amostra foi congelada em nitrogénio liquido para posterior andlise das
concentragdes de sodio, potassio e cloretos. Apds toracotomia, os animais receberam 0,ImL de
heparina 1000 UI/mL intravenosamente e a veia cava tordcica foi seccionada ao lado do atrio
direito. Uma amostra de 3mL de sangue foi coletada. As amostras foram imediatamente
centrifugadas a 6035 RCF durante 10 min. Fragdes das amostras de plasma foram separadas e
a osmolalidade imediatamente medida. Uma segunda parte foi congelada em nitrogénio liquido

para posterior analise das concentragdes de sddio, potéssio e cloretos.

4.4 Coleta de orgaos para analises histologicas

Um grupo de 16 animais (Cont n=8 ¢ HS n=8), em jejum por 12 horas, foi anestesiado
com isoflurano 5%. O coragdo e os rins foram excisados e fixados em solu¢do de formalina

neutra 10% em tampao fosfato, até o processamento histologico do tecido.

4.5 Analises bioquimicas

As concentragdes de creatinina e ureia foram medidas em amostras de urina coletadas
ao longo de um periodo de 24 horas. Amostras de plasma também foram utilizadas para
determinagdo das concentragdes de albumina, creatinina e ureia. Os ensaios colorimétricos
foram realizados utilizando kits comerciais (Bioclin, Quibasa Quimica Bésica Ltda., Belo

Horizonte, Brasil). A determinagdo de albumina foi baseada no método verde de bromocresol.

A

! RCF: sigla para o termo em inglés “relative centrifuge force” (forga centrifuga relativa).
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A creatinina foi medida pelo método Jaffe modificado (Jaffe, 1976) e a ureia foi medida por
determinagdo colorimétrica de amoénia, derivado da degradagdo enzimatica da ureia. As
concentragdes de sodio e potassio nas amostras de urina, plasma e LCR foram medidas por
fotometria de chama (MicroNal B462). A excre¢do de sodio, creatinina e ureia em 24 horas foi
calculada como o produto de cada concentragdo de soluto pela urina de 24h. A osmolalidade
do plasma, LCR e urina foi medida em um micro osmémetro de ponto de congelamento

(uOsmetteTM, Precision Systems).

4.6 Histologia

As analises morfométricas basearam-se em técnicas descritas por Castro e cols. (Castro
et al.,2013). Os coragdes e os rins foram desidratados, limpos e incluidos em parafina. O bloco
de parafina foi cortado em secgdes de 4-5 um de espessura e secgoes adjacentes foram coradas
com hematoxilina/eosina para avaliagdo da morfologia renal geral e miocardica e identificagdo
de possiveis danos nos tecidos. Todas as medidas morfométricas foram feitas em se¢des de
tecido sob microscopia de campo claro (Leica DM5000) e analisadas usando o software de

processamento e andlise de imagem Leica Qwin (Alemanha).

Para avaliar os efeitos da dieta com alto teor de sddio no desenvolvimento do coragao,
determinou-se a espessura da parede do ventriculo esquerdo (Wt) e o didametro do ventriculo
esquerdo (VE) em secdes com magnificagdo de 1x e o grau de hipertrofia cardiaca foi calculado
como a propor¢ao entre espessura da parede do ventriculo esquerdo e didmetro do limen do
ventriculo esquerdo (Wt/VE). Para determinar com precisao o didmetro do limen do ventriculo
e a espessura da parede, realizamos um processamento matematico dos dados, em quatro
passos, para avaliar esses parametros como se os limites da parede/lumen fossem circulos

perfeitos e sobrepostos com o mesmo centro. Primeiro passo: Usando o software Leica Qwin

Software de processamento e andlise de imagem (Alemanha), medimos a érea total (limen +
parede do ventriculo esquerdo) do ventriculo esquerdo. O raio (R=VA/[)

foi entdo calculado como se fosse um circulo perfeito. Segundo passo: Usando o software,

medimos a area do limen e calculamos o raio do lumen como se fosse um circulo perfeito.

Terceiro passo: A espessura da parede do ventriculo esquerdo foi calculada pela formula Wt =

Rrotat — Rrumen. Quarto passo: A propor¢ao de espessura da parede do ventriculo
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esquerdo/diametro do limen foi calculada usando a equagdo Raio = Wt/(2 X Rrumen). As

proporg¢des das se¢des de cada animal foram calculadas em média.

Para avaliar a extensdo do dano renal imposto pela dieta com alto teor de sodio, a
glomeruloesclerose foi avaliada contando-se o numero de glomérulos esclerdticos e
expressando-o como a porcentagem dos glomérulos totais contados em uma sequéncia de 25
campos e pela razao entre a area do de tufo glomerular (GTA) pela area de capsula de Bowman

(BCA).

4.7 Analise espectral

A variabilidade no dominio da frequéncia do intervalo sistdlico (IS) foi avaliada pela
analise espectral. As sequéncias de valores consecutivos de IS foram extraidas de séries
temporais de 4.000 a 4.500 batimentos cardiacos consecutivos (aproximadamente 10 minutos
de gravagdo continua da pressdo arterial pulsatil), utilizando o mddulo “variabilidade da
frequéncia cardiaca” do LabChart 8.1.5 para o software Windows (ADInstruments Pty Ltd,
Austrélia). Trés componentes oscilatdrios majoritarios foram observados a partir do espectro:
bandas de muito baixa frequéncia (VLF), baixa frequéncia (LF) e alta frequéncia (HF),
ajustadas para variar de 0,0-0,2 Hz; 0,2-0,75 Hz e 0,75-2,50 Hz, respectivamente. A rela¢ao
entre LF e HF foi utilizada para estimar a modulacdo simpatovagal. As poténcias maximas
dessas bandas foram comparadas entre os grupos. A variabilidade da frequéncia cardiaca no
dominio do tempo foi avaliada pela raiz quadrada da média da soma dos quadrados da diferenca
entre intervalos RR consecutivos (RMSSD). A anélise espectral foi realizada em ratos usados

no protocolo 1, antes da injecao de hexametonio.

4.8 Canulagio de artéria e veia femorais para medida de PA e injecdo de drogas

4.8.1 Confecgdo das canulas arteriais e venosas

Para confeccao das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-20 soldados a tubos

de polietileno PE-10 sendo as dimensdes ajustadas de acordo com a massa corporea do animal.
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Antes do implante, o interior das canulas foi lavado e preenchido com veiculo PBS. A

extremidade PE-20 de cada canula foi obstruida com pino de ago-niquel rigido esterilizado.

4.8.2 Canulagdo da artéria e veia femorais

Para implante de canulas arteriais € venosas, os animais foram anestesiados com mistura
de ketamina (80mg/kg) e xilazina (7mg/kg) intraperitonealmente, colocados em posi¢do de
decubito dorsal e tricotimizados na regido ventral da pata traseira direita. Apds assepsia local
com alcool iodado, uma incisdo foi feita na regido inguinal para exposi¢ao do trigono femoral.
Artéria e veia femorais foram expostas e dissecadas. Os vasos foram cateterizados com a por¢ao
PE-10 das canulas e o PE-20 externo foi transpassado subcutaneamente ao dorso do animal e
sua extremidade distal exteriorizada na regido interescapular. Ao final do procedimento, as
regides que sofreram incisdo foram suturadas. Como profilaxia os animais receberam, no pré-
cirargico, anti-inflamatorio (cetoprofeno) na dose de 1 mg/kg por via intramuscular e, no pos-

cirrgico, antibidtico (pentabiodtico) no volume de 0,1 mL por animal, por via subcutanea.

4.9 Coleta e registro dos dados cardiovasculares

Para medida direta dos niveis de pressdo arterial, os animais previamente canulados (48
horas antes) foram conectados a um transdutor de pressdao (MLT0699) ligado a um pré-
amplificador (BridgeAmp) e este a um conversor analogico para digital PowerLab 4 da série
35. Para evitar a formacao de coagulo na ponta vascular da canula arterial, uma solugdo de
heparina sodica (500 Ul/mL) foi utilizada para preenché-la (~100 pL). Os dados assim
coletados foram utilizados pelo software LabChar 7.1 para o Windows para criar um registro
temporal da pressao arterial pulsatil do animal. Para tanto, os dados foram adquiridos a uma
frequéncia amostral de 1000 Hz (resolugdo temporal) utilizando uma janela de digitalizagao de
20 mV de amplitude para os 16 bits do equipamento (resolugdo espacial). A partir dos dados de
pressdo arterial pulsatil, foram derivados os dados de pressdo arterial média (PAM) e de

frequéncia cardiaca (FC) em tempo real.
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4.10 Protocolos Experimentais

Protocolo 1: Hexametdnio i.v.

Apo6s 48h de recuperagdo da cirurgia de canulagdo, o registro de pressao arterial foi
realizado em 35 animais (HS n=10 e seu respectivo controle, n=9; HS Unload n=8 ¢ seu
respectivo controle n=8), ndo anestesiados e com livre movimentacdo na caixa. Os parametros
cardiovasculares foram monitorados durante todo o periodo de adaptagdo do animal ao
ambiente de experimentagdo. Quando estes parametros se mostraram estaveis, iniciou-se o
registro definitivo dos dados, com uma coleta basal de PAM e FC por aproximadamente durante
30 minutos. Findado esse periodo, o bloqueador ganglionar, hexametonio (20 mg/kg), um
antagonista de receptores colinérgicos nicotinicos, foi injetado i.v. em 1 min e os parametros

cardiovasculares foram registrados durante os 20 min seguintes (Fig. 2).

Canulagdo .
s Hexametbnio
da artéria e Y,
veia
femoral (20mg/kg) Fim

| Voo v

-48h 0 30min 50 min

Figura 2. Protocolo experimental 1.

Protocolo 2: Coleta de urina, sangue e LCR.

Um grupo de 21 animais (Cont n=10 e HS n=11) foi utilizado para coleta da urina de
24h e de amostra de 3mL de sangue para dosagens bioquimicas plasmaticas. Outro grupo de 10
animais (Cont n=5 ¢ HS n=5), foi utilizado para coleta de 3mL de sangue e 100 pL de LCR

para as dosagens de osmolalidade, sodio, potéssio e cloretos (Fig 3).
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Figura 3. Protocolo experimental 2.

Protocolo 3: Coleta de orgdos para a histologia.

Um grupo de 16 animais, (Cont n=8 e HS n=8), foi utilizado para a histologia de rins e

coracdo (Fig 4).

Ratos Wistar pds-
desmame Dieta controle (0.27% Na*)
(21 dias de vida) ou dieta high-salt (0,9% Na*)

I >
12 semanas \_l

Coleta de 6rgdos (rins
e coracdo)

Figura 4. Protocolo experimental 3.
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4.11 Analise dos dados

Os dados de PAM e FC basais foram determinados a partir da média dos valores
registrados continuamente durante os primeiros 30 minutos dos protocolos experimentais.
Foram computados a PAM, FC, PAS e pressao arterial diastdlica (PAD). As respostas
cardiovasculares a injecdo sistémica de hexametonio foram avaliadas em dois momentos: no
primeiro momento, os niveis de PAM e FC foram avaliados a cada minuto nos cinco minutos
antes da inje¢do. Apds a injecao, os dados foram avaliados a cada 30 segundos, nos cinco
minutos iniciais € a cada minuto nos 10 minutos restantes do protocolo. Em um segundo
momento, as variagdes maximas de PAM e FC (APAM e AFC) foram avaliadas quando
estaveis, aproximadamente dez minutos pds hexametdnio. O delta foi calculado em relagdo aos

seus niveis basais 1 minuto antes da injecdo de hexametonio.

4.12 Analise estatistica

As comparagdes entre os grupos foram realizadas por teste-f ou analise de variancia one
e two-way (ANOVA) para medidas repetidas quando aplicavel. O pos-teste de Bonferroni foi
utilizado para compara¢des multiplas entre pares de médias apés a ANOVA detectar diferenga
nas variancias entre os grupos. Todos os dados foram analisados estatisticamente utilizando o
software GraphPad Prism 7.07 para Windows (GraphPad Software, San Diego California,
EUA). As diferengas entre pares de médias foram consideradas significativas quando a

probabilidade de erro de tipo I foi menor que 5% (p <0,05).
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5. Resultados



5.1 Dieta com alto teor de s6dio provoca aumento da pressio arterial

Ratos Wistar sob dieta com sobrecarga de sodio (0,9%Na") por 12 semanas a partir do
periodo pds-desmame (21 dias de vida) apresentaram um aumento significativo na PAM de
repouso (127 = 1,2 mmHg, n=20 vs. 110 = 1 mmHg, n=18), na PAS (148 + 1,8 mmHg vs. 130
+ 1,6 mmHg) e na PAD (108 = 1,5 mmHg vs. 96 + 1,3 mmHg) quando comparados ao grupo
Cont, mas sem altera¢des na FC de repouso (figura 5, painel A, C, E e G ). A PAM em repouso
do grupo HS Unload na 15* semana era cerca de 5 mmHg mais elevada do que o controle (117
+ 0,9 mmHg HS Unload vs. 112 + 1,9 mmHg Cont; teste-f ndo pareado p=0,0297) e 10 mmHg
menor do que os ratos HS (117 + 0,9 mmHg HS Unload vs. 127 + 1,2 HS, one-way ANOVA,
p=0,0002), (figura 5, painel B, D, F e H).

5.2 Hipertensao induzida por sobrecarga de sédio é dependente simpatoexcitacio.

Para avaliar a participacdo da atividade nervosa simpatica na manutencdo da PAM
elevada em ratos HS, hexametonio (bloqueador ganglionar) foi injetado i.v. A Figura 6 mostra
que a queda na PAM de ratos HS foi maior comparado ao grupo Cont (APAM HS: -40 + 2
mmHg, n = 10, vs. APAM Cont: -30 £ 2 mmHg, n = 9, teste-f ndo pareado, p=0,0026). Estes
resultados sugerem maior ativagdo simpatica nos ratos alimentados com dieta com sobrecarga
de sodio. Para os ratos HS Unload, as alteragcdes na PAM (APAM: -38 £ 2 mmHg, n = §, teste
t ndo pareado p=0,0710) apos a inje¢do de hexametdnio i.v. ndo foi diferente do grupo Cont
(APAM: -30 + 3 mmHg, n = §, figura 6, painel F). Os niveis de pressao arterial também nao
foram diferentes entre os grupos antes ou depois do hexametonio (Figura 6, painéis E e G,
ANOVA two-way). Ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de FC apos

hexametonio (figura 6D, H).
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Figura 5. Niveis basais de pressdo arterial média (PAM), presséo arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastdlica
(PAD) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos de HS, HS Unload e seus respectivos grupos controle, realizadas nas
12% e 15% semanas apds o desmame. Quadrados (Cont) e circulos (HS/HS Unload) representam valores individuais
e as barras representam as médias dos grupos. *Diferente do grupo controle; teste-t ndo pareado; p<0,05. **
Diferente do grupo HS, one-way ANOVA; p<0,05.
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Figura 6. Pressdo arterial média e frequéncia cardiaca antes e depois da injecao de hexamet6nio em ratos de HS, HS
Unload e seus respectivos grupos controle, realizadas na 122 (HS) e na 15% (HS Unload) semanas ap0s o desmame. As
linhas tracejadas verticais indicam o momento da inje¢do de hexametonio i.v. (20 mg/kg). Os painéis B, D, F, H
representam a alteragdo em PAM e FC 10 minutos apo6s a injecdo. * Diferente do controle; ANOVA two-way, seguido

de pds-teste de Bonferroni; p<0,05. ** diferente de controle; teste-t ndo pareado; p<0,05.
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A variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo foi avaliada pelo indice
RMSSD e os resultados mostraram menor variabilidade nos grupos HS e HS Unload em

comparagao com os respectivos grupos controle (tabela 1).

A analise espectral do intervalo sistolico mostrou que a contribui¢ao da banda VLF para
densidade de poténcia total foi maior no grupo HS quando comparado ao grupo Cont. A
contribuicdo da banda LF foi semelhante entre os grupos e a contribui¢do da banda HF foi
menor, levando a uma maior relagdo LF/HF no grupo HS em comparac¢ao com o controle. Para
os ratos HS Unload, a contribuicdo da banda HF para a densidade de poténcia total também foi
menor em comparagdo com o controle, o que também conduziu a uma relagdo LF/HF mais
elevada no grupo HS Unload. Juntos, esses dados também sugerem modulagdo simpatica

predominante na variabilidade da frequéncia cardiaca (tabela 1).

Tabela 1. Resultados da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e no intervalo sistdlico (IS) de

HS, HS Unload e respectivos grupos controle.

Cont 128 HS Cont 158 HS Unload

MédiatEPM  n MédiatEPM  n P MédiatEPM n MédiatEPM  »n p
HR (bpm) 383+12 (9) 381«£11 (10) 0,88%4 386+16 (8) 37511 (8) 0,5674
RMSSD (ms) 5,9+0,5 (9 4,410,4* (10) 0,0429 6,0£0,9 (8) 3,910,3* (8) 0,0416
VLF (% da potencia total) 5044  (9)  72+4% (10) 00015  5049,1 (8) 70+4,8  (8) 0,0692
LF (% da potencia total) 13£1,3 (9  12+1,6 (10) 0,7011 16£3,2 (8) 15£2,3  (8) 0,7776
HF (% da potencia total) 31433 (9 14£32% (10) 00014  31x7,0 (8)  13£2,9% (8) 00348
LF/HF ratio 0,46+0,07 (9) l,30ﬂ:0,33*(10) 0,0316  0,74+0,19 (8) 1,32ﬂ:0,17* (8) 10,0413

Os dados do IS foram adquiridos de 4.000 a 4.500 batimentos cardiacos consecutivos utilizando o sinal de pressédo
arterial pulsatil (aproximadamente 10 minutos de gravagdo continua). As bandas de frequéncia muito baixa (VLF),
de baixa frequéncia (LF) e de alta frequéncia (HF) variaram de 0,0 a 0,2 Hz, 0,2 a 0,75 Hz ¢ 0,75 a 2,50 Hz,

respectivamente. *Diferente do respectivo grupo controle; Teste t ndo pareado; p<0,05.
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5.3 Dieta com alto teor de s6dio aumenta a concentragio de Na* e K* no LCR sem

alteracdes plasmaticas.

A ingestao de dieta com sobrecarga de sddio nao alterou as concentragdes plasmaticas

de sodio e potéssio, bem como a osmolalidade plasmatica durante o periodo do dia (tabela 2).

Tabela 2. Resultados dos testes bioquimicos de amostras de plasma de ratos HS e controle.

Cont HS

Plasma Média+EPM n MédiaxEPM n P

Albumina (mg/mL) 25,3+0,8 (10) 24,5+0,6 (10)  0,4419
Creatinina (mg/mL) 0,0030+0,0003 (10) 0,0025+0,0002 (10)  0,1288
Uréia (mg/mL) 0,434+0,019 (10) 0,38+0,020 (10)  0,0546
Conc. Sodio (mmol/L) 147+3,7 (10) 146+4,3 (10)  0,8891
Conc. Potassio (mmol/L) 4,9+0,24 (10) 4,5+0,23 (10)  0,2351
Osmolalidade (mOsm/kg) 294+1,6 (10) 289+1,7 (10)  0,0949

Os testes de albumina, creatinina e uréia foram realizados utilizando kits comerciais (BioClin). As concentragdes

plasmaticas de sodio e potassio foram medidas utilizando fotometria de chama. *diferente do grupo controle; teste-

t ndo pareado.

Contudo, as concentragdes de sddio e potassio no LCR foram significativamente

aumentadas em 6% (diferenca de 9 mmol/L, test-f ndo pareado, p<0,0001) e 24% (diferenca de

0,8 mmol/L, test-# ndo pareado, p<0,0004), respectivamente, em animais em jejum por 12h

(figura 7). As concentracdes de cloreto bem como a osmolalidade no LCR (medi¢des em

amostras frescas) ndo foram diferentes entre HS e ratos de controle. As mesmas medidas

realizadas em amostras de plasma correspondentes ndo foram diferentes entre os grupos (figura

7).

54



B HS (n=5)
Cont (n=5)

A 155- B 155,
%k
w — 150 gj 150-
L5 145 S 145
"«sg 140- FE 140-
2 ~ S S
= 1351 £ 1354
130 130-
C 6.0 D 6.0-
i} .
82 5.0 %Q 5.0
-— m b
L2 a0 # T g 40
X E —— L E
3.0 X, 3.01
2.0- 2.0
E 1304 F 130+
120 @ 120
w - ET
o= 0=
o 3 1104 83 1101
— E o E o
G E 1001 = g 100; i
90. 27 g0,
80- 80-
G & H
w3050, €  305.0-
L 30254 <_§_A 302.51
§§ 300.0 g 2 300.0] —3—
ke a 297.51 S E 975!
© —
£ 2 295.0] 58 295.0]
£ = 292.5 g =~ 29251
o 290.0- 3 290.0-

Figura 7. Concentragdo de sodio (Na+), potassio (K+), cloreto (CI-) e osmolalidade no LCR e plasma de animais
HS e Cont 12 semanas ap6s o desmame. Os painéis A e B representam [Na+]; C e D representam [K+]; E e F
representam concentracdo de [Cl-] e G e H representam osmolalidade, medida em amostras frescas. * Diferente

do grupo Cont. Teste-t ndo pareado; p <0,05.
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5.4 Dieta com alto teor de sddio nio afetou a funcio renal e os parametros morfologicos.

O nivel de sodio, potéssio, albumina, uréia, creatinina e osmolalidade foram avaliados
em ratos HS e controle e os resultados nao revelaram alteragdes significativas, com excecao da
concentracdo de uréia, que foi 22% menor no HS comparado ao grupo Cont (tabela 3). A
depuracdo de creatinina foi utilizada como um indice de comprometimento da funcdo renal e

ndo foi encontrada qualquer alteracdo significativa entre os grupos.

Tabela 3. Resultados dos testes bioquimicos de amostras de urina de ratos HS e controle.

Cont HS

Urina MédiatEPM n MédiatEPM n p

Conc. creatinina (mg/mL) 0,91+0,052 (10) 0,750,075 (11) 0,1097
Excr. creatinina (mg/24h) 15,1£1.31 (10) 19,1+£2,60 (11) 0,2025
Conc. uréia (mg/mL) 58,1+4.32 (10) 45,2i3,78* (1 0,0353
Excr. uréia (mg/24h) 966+9,7 (10) 1.149+140.,6 (11) 0,3012
Osmolalidade (mOsm/kg) 1,553+134 (10) 1,355+87 ®) 0.2595
Clearance de creatinina (mL/min) 4,75+0,63 4 5,55+0,64 4 0,4087

Os testes de creatinina e uréia foram realizados utilizando kits comerciais (BioClin). A depuragdo de creatinina,
creatinina excretada e uréia excretada foram calculadas como descrito na sec¢do de métodos. *diferente do grupo

controle; teste-t nao pareado.

Além disso, a andlise histoldgica das se¢des dos rins foi realizada para avaliar possiveis
danos nos tecidos, remodelagdo ou processo inflamatério como resultado da ingestdo de
sobrecarga de sodio. Conforme ilustrado na tabela 4, nenhum dos indices utilizados para avaliar
a glomeruloesclerose nem o tamanho relativo dos rins era diferente entre os grupos. Além disso,
ndo foi detectado processo inflamatério (figura 8A). Para verificar a possivel hipertrofia

cardiaca em ratos HS, também avaliamos a razao entre a espessura da parede do ventriculo

56



esquerdo e o didmetro do limen e ndo houve diferenga significativa entre os grupos, conforme

mostrado na tabela 4 e na figura 8B.

Tabela 4. Analise morfométrica dos parametros renais e cardiacos em ratos HS e controle.

Cont HS
Rins Média+EPM n Média+EPM n P
Peso timido do rim esquerdo/peso corporal (mg/g) 3,30+0,13 ®) 3,2440,05 ®) 0,6842
Peso umido do rim direito/peso corporal
(mg/g) 323£0,00 @) 3208007 (®) 06323
Glomeruloesclerose rim esquerdo (%) 6,25+0,81 8) 5,62+0,62 (8) 0,5057
Glomeruloesclerose rim direito (%) 7,50+1,33 (®) 6,25+1,25 (®) 0,5536
BCA/GTA rim esquerdo (um?/pum?) 1,29+0,02 ®) 1,2840,02 ®) 0,6003
BCA/GTA rim direito (um?/pm?) 1,30+0,01 ®) 1,27+0,02 ®) 0,2608
Coracio
Peso umido do coragdo/peso corporal (mg/g) 2,7240,06 ®) 2,61+0,03 ®) 0,1536
Wt/L esquerda 0,77+0,05 ®) 0,83+0,04 ® 0,4013

BCA/GTA = Area da capsula de Bowman’s/area do tufo glomerular; Wt/L = espessura da parede do ventriculo

esquerdo/limen. As médias foram com paradas por teste-# ndo pareado.
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Figura 8. Fotomicrografia dos cortes histolgicos dos rins e do coragéo de ratos HS e Cont. Painel A: areas
corticais e corpUsculos renais. As setas cinza e branca apontam para as bordas do tufo glomerular (Gr) e da capsula
Bowman, respectivamente. As fotomicrografias do rim foram tiradas com aumento de 400x (barra=50um). Painel
B: corte transversal dos corac¢des, usando ampliacdo 1x. A seta preta aponta para a borda do ventriculo esquerdo
(VE).
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Capitulo 11

Neste capitulo abordaremos como o modelo HS12W responde a picos de alteracéo da

osmolaridade plasmatica, induzido pela infusdo intravenosa de solucdes hipertonicas.
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6.0bjetivos



6.1 Objetivo geral

Avaliar as alteragdes no balango hidroeletrolitico, na resposta pressora e simpatica de
animais com sobrecarga de sodio na dieta durante 12 semanas a partir do desmame frente a um

desafio osmotico sist€émico agudo.

6.2 Estratégias metodoldgicas especificas

v' Auvaliar a produgéo de urina, ingestdo de agua e resposta pressora a infusdo intravenosa
de salina hipertonica e de solucao de sorbitol em animais acordados;
v’ Auvaliar a atividade nervosa simpatica lombar a infusio intravenosa de salina hipertonica

em animais anestesiados.
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7.Metodologia



7.1 Modelo Animal

O modelo animal utilizado para os experimentos desse capitulo ¢ o mesmo descrito na
metodologia do capitulo 1, se¢do 4.1. Para tal, os filhotes foram divididos aleatoriamente em
dois grupos: um grupo recebeu dieta com sobrecarga de sodio (0,9% Na™) por 12 semanas apds
o desmame, o qual foi denominado grupo HS, n=12 e seu respectivo grupo controle recebeu
dieta Nuvilab® (0,27% Na™*) por 12 semanas, o qual foi denominado grupo Cont, n=11. A dieta
do grupo HS foi fabricada no Laboratério de Fisiologia Endocrina e Cardiovascular, pela adigao
de NaCl a ra¢do comercial moida de forma a se obter uma ragdo com contetido final de Na" de
0,9% (adicionando-lhe 0,63% Na"), figura 9. Os mesmos procedimentos adotados para

produgdo das ragdes no capitulo 1, secdo 4.1, também foram adotados aqui.

Salina hipertonica e
sorbitol em ratos
acordados

Nascimento Desmame
12 semanas

Grupossob dieta
Controleou HS X
L s | Registro de PA, FC,
] } volume urinario

Bl o P ~
. 21 dias ' ... I e ingest§0 de égua
_—[:= Salina hipertonica em

ratos anestesiados
I Registro de PA, FC,
I LSNA

Figura 9. Delineamento experimental do capitulo 1. Ratos; Wistar (CCA UFOP). Dietas: Controle (Nuvilab®
moida, contendo 0,27% de Na*) e HS (Nuvilab® moida, contendo 0,90% de Na* - 3,3 vezes o normal). Tempo

total de dieta: 12 semanas.

7.2 Drogas e Solucoes

Veiculo: PBS (Salina tamponada com fosfato)

A solucdo foi preparada diluindo utilizando os sais NaCl, Na:HPO4+.HO e
NaH>PO4.H>O P.A. (Sigma® Ltda) em q.s.p. 1000 mL de dgua ultrapurificada (Milli-Q). A
solucdo foi ajustada em pH 7,2, transferida para o frasco Mariotte, e esterilizada por

autoclava¢do durante 30 minutos e mantida a temperatura ambiente para uso.
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Drogas utilizadas nos procedimentos cirirgicos

Para experimentos com animais acordados, como medida profilatica, utilizou-se anti-
inflamatorio (cetoprofeno 10%, Biofarm, SP, Brasil) na dose de Img/kg de animal, por via
intramuscular e antibiotico (pentabidtico veterinario: Penicilina 4.800Ul/kg, Estreptomicina
2mg/kg de diidroestreptomicina 2mg/kg, Zoetis, SP, Brasil), sendo o volume injetado de 0,1
mL por animal, por via subcutanea. Para anestesia utilizou-se um mix de anestésico ketamina
(Syntec, SP, Brasil) + xilazina (Syntec, SP, Brasil) (ketamina: 80mg/kg e xilazina: 7mg/kg,
volume de 0,1mL/100g de animal) por via intraperitoneal. Para experimentos com animais
anestesiados, utilizou-se para isoflurano (3% para indugéo e de 2-3% para manutengao, Cristalia
Prod. Quim. Farm. Ltda.) por via inalatéria e uretana 1.2g/kg por via intravenosa (Sigma-
Aldrich, SP, Brasil).

Anticoagulante para registro de pressdo arterial

Diluiu-se a solug¢ao de heparina 5.000UI (Hemofol, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda)
em PBS ultrafiltrado para a preparacdo da solucdo final com concentracdo de 1000UL. A
solucdo foi aliquotada em tubos Eppendorf com 0,4 mL, armazenadas a -20°C e utilizadas em

quantidades que se fizessem necessarias.

Solugdo hipertonica de NaCl e sorbitol

Para avaliar o efeito da hipernatemia utilizou-se solugdo hipertonica de NaCl (Sigma-
Aldrich, SP, Brasil) 3 mol/L (5,580sm/L), ultrafiltrada em filtro 0,22 um no momento da
infusdo no animal. Uma solugdo de sorbitol (Sigma-Aldrich, SP, Brasil) 5,3mol/L
(5,3010sm/L) em PBS (0,2790sm/L) também foi preparada para infusdo endovenosa e

ultrafiltrada em filtro 0,22 pm imediatamente antes de ser injetada no animal.

7.3 Procedimento Cirdrgico

7.3.1 Confecgdo das canulas arteriais e venosas
As canulas utilizadas nos protocolos a seguir foram confeccionadas conforme descrito no item
3.8.1.
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7.3.2  Canulagdo da artéria e veia femoral para experimentos com animais acordados

Para implante de canulas arteriais e venosas, seguiu-se o protocolo descrito no item 3.8.2.

7.3.3 Isolamento do nervo lombar

Para registro de atividade simpética, os animais foram anestesiados com isoflurano (2-
3% em 100% O2 — o nivel de anestesia foi monitorado constantemente pela auséncia do reflexo
de retirada ao pincamento interdigital) e instrumentados para implante de canulas arteriais e
venosas, como descrito no item 3.8.2, exceto pela medicacgdo profilatica. A partir dessa etapa,
o isoflurano foi substituido lentamente por uretana (1.2g/kg, i.v.), monitorando-se
constantemente os niveis de pressdo arterial de forma que eles permanecessem entre 95 e 110
mmHg alterando-se a taxa de infusdo de uretana e retirada do isoflurano. Apds a substitui¢éo
da anestesia de isoflurano para uretana, os animais passaram pela cirurgia de traqueostomia
para ventilagdo mecénica durante o experimento. Inicialmente foi realizada a tricotomia e
assepsia no local, seguido do posicionamento do animal em decubito dorsal, estendendo o
pescoco para facilitar a incisdo traqueal. A incisdo foi feita na linha média abaixo do pescoco,
separando as glandulas salivares e a musculatura adjacente, com auxilio de afastadores. A
incisdo na traquéia foi realizada entre 0 quarto e o quinto anel, inserindo o tubo de ago
inoxidavel na luz traqueal. Para registro de atividade simpética do nervo lombar, foi realizada
uma incisdo abdominal na linha média. O intestino foi sutilmente retraido por afastadores para
visualizagdo da aorta abdominal e veia cava. Para expor o nervo lombar, veia cava e tecidos
adjacentes foram gentilmente retraidos lateralmente. Aproximadamente 2 mm de nervo foi
cuidadosamente isolado a fim de evitar danos a vasos e acimulo de liquido, com auxilio de uma
pinca de microdisseccdo (Dumont #5, Fine Science Tools). Quando isolado, o feixe nervoso foi
ancorado, com auxilio de uma pipeta de vidro com ponta arredondada, em um eletrodo bipolar
construido com dois fios de aco inoxidavel (& 0,127 mm, A-M Systems Inc., Carlsborg, WA,
USA) e posicionado perpendicularmente sobre as duas alcas previamente dobradas na por¢éo
terminal dos eletrodos. O layout do programa (Lab Chart 8) foi configurado inicialmente para
exposicdo em intervalos de 0,5s para a identificagdo da frequéncia de descarga caracteristica de
atividade nervosa simpatica. Apds confirmagéo positiva de atividade simpética, foi realizada a
drenagem de qualquer fluido residual que tocasse 0 nervo e eletrodo e uma resina de silicone
autopolimerizavel (Kwik-Sil ™) foi aplicada ao conjunto nervo + eletrodo para fixacdo. Para

estabilizar mecanicamente o conjunto eletroto + nervo e evitar desidratacdo, o retratores
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intestinais foram removidos e a incisdo abdominal foi suturada ao final da cirurgia com grampos

n° 11 (Michel Suture Clips, Fine Science Tools).

Os animais foram ventilados artificialmente com ar ambiente enriquecido com oxigénio
100% com auxilio de um dispositivo de ventilacdo animal (Small Animal Ventilator, Harvard
Apparatus, Orlando, FL, EUA) conectado ao tubo traqueal. Por meio de um tubo introduzido
dentro da interface de conexado entre ventilador/tubo traqueal, amostras de 3 mL de ar/minuto
foram continuamente colhidas e analisadas quanto a concentracdo de CO2 no ar expirado ao
final do volume corrente por um analisador de CO, (CWE CapStar-100 Carbon Dioxide
Analyzer, EUA). O CO; ao final da expiragdo foi mantido entre 3,5 ¢ 4,5%, ajustando-se o
volume corrente no ventilador (~1 mL/100 g do peso corporal ou a taxa respiratdria 60-80 bpm).
A temperatura, medida por via retal, foi mantida a 37+1°C. Todas as variaveis foram
estabilizadas por 30-45 min, antes da coleta dos dados de repouso e realizagdo dos protocolos

experimentais.

7.4 Coleta e registro dos dados

Para a coleta de dados cardiovasculares em animais anestesiados, o procedimento foi o
mesmo citado no item 3.9 quanto a equipamentos, janela de digitalizacdo e frequéncia amostral.
Para coleta dos dados de atividade simpatica do nervo lombar (LSNA), o sinal captado pelo
eletrodo foi filtrado, registrado na banda de 100 a 1000 Hz e amplificado 10.000 vezes por um
amplificador diferencial DP-311 (Warner Instruments EUA). O sinal analdgico filtrado e
amplificado foi convertido em sinal digital por um conversor analdgico/digital PowerLab 8/35
(ADInstruments, EUA) e processado pelo software Lab Chart 8.1 para Windows de forma a
criar os registros temporais da variaveis aquisitadas. Nesse software, o sinal foi digitalizado a
3.000 Hz, em uma janela de digitalizagéo de 20 mV, processado para remover o “offset”,
simultaneamente retificado e convertido em LSNA integrada (JLSNA) utilizando uma
constante de tempo de 1s. As varidveis PA, FC, LSNA bruta e integrada foram coletadas e
apresentadas simultaneamente no programa. Ao final do experimento, o conjunto nervo +
eletrodo foi ligeiramente deslocado perpendicularmente ao feixe de nervos no sentido ventral
do eixo dorso-ventral até supressdo dos “bursts” caracteristicos da atividade simpatica. O

registro do sinal resultante, aqui denominado ruido de fundo, foi realizado por mais 5 minutos,
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o qual era subtraido do valor total da [LSNA. A linha de base da [LSNA foi estabelecida em
100% e as respostas simpaticas aos estimulos com salina hipertdnica i.v. foram expressas como

alteracdes percentuais em relacdo a linha de base.

7.5 Protocolos Experimentais

Protocolo 4: Salina hipertdnica e sorbitol em animais acordados

Um grupo de 19 animais, (HS n=10 e Cont n=9), ap0s a cirurgia de canulagdo, foram
alocados individualmente em gaiolas metabodlicas, com livre acesso a dgua e racdo. Antes do
inicio dos experimentos, o bebedouro de dgua e a ragdo foram removidos e os testes foram
conduzidos nos animais acordados e com livre movimentagdo na gaiola metabdlica. Os
parametros cardiovasculares foram monitorados durante todo o periodo de adaptacdo do animal
ao ambiente de experimentagdo. Quando estes parametros se mostraram estaveis, iniciou-se o
registro definitivo dos dados, com uma coleta basal de PAM e FC por aproximadamente 30
minutos. Findado esse periodo, procedeu-se a infusdo endovenosa de salina hipertonica 3 mol/L
NacCl, (5,58 Osm/L) infundida a 1,8 mL/kg durante 1 minuto. Para dissociar o efeito osmotico
desta solugdo sobre mecanismos de ajuste cardiovascular daquele possivelmente produzidos
pelo aumento especifico da concentragdo de sodio na circulagdo, utilizou-se a solugdo
hipertonica de sorbitol 5,3 mol/L (5,301 Osm/L) em PBS (0,279 Osm/L) infundida a 1,8 mL/kg
durantel minuto. As infusdes de salina hipertonica foram feitas por uma bomba de infusao para
seringa (Razel™, model A-99) e as infusdes de solucdo de sorbitol foram feitas manualmente
devido a alta viscosidade da mesma. Durante o registro de PA, os bebedouros foram retirados
e em ambos os experimentos foram medidos o volume de urina produzido nos tempos 15min,
30min, 45min e 60min, ap6s a infusdo de salina hipertonica ou solucao de sorbitol durante o
registro de pressdo. Findado o registo, o bebedouro foi novamente introduzido aos animais e a
ingestao hidrica e o volume urinario foram medidos nos tempos 75min, 90min, 105min, 120min

e 24h apos a infusao de salina hipertonica ou solucao de sorbitol (Fig. 8).
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Animais na gaiola metabdlica
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Figura 10. Protocolo experimental 4

Protocolo 5: Salina hipertdnica em animais anestesiados

Um grupo de 4 animais, (HS n=2 e Cont n=2) foi submetido as cirurgias para registro de
atividade simpatica. Os parametros cardiovasculares, temperatura e CO, foram monitorados
durante todo o periodo de registro. Quando estes pardmetros se mostraram estaveis, em torno
de 30-45min apds o término da cirurgia, iniciou-se o registro definitivo dos dados, com uma
coleta basal de PAM, FC e LSNA por aproximadamente 30 minutos. Findado esse periodo,
procedeu-se a infusdo endovenosa de salina hipertdnica 3 mol/L NaCl, (5,58 Osm/L) infundida
a 1,8 mL/kg durante 1 minuto. As infusdes de salina hipertonica foram feitas por uma bomba

de infuséo para seringa (Razel™, model A-99).

i Salina
Instrumentacao Hipertonica
Para registro (1,8ml/kg em 1
de atividade minuto)
simpatica Fim

i i Estabilizaco i Basal l i

-2h 30-45min 30min 60min

Figura 11. Protocolo experimental 5.
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7.6 Analise dos dados

Os dados de PAM e FC basais foram determinados a partir da média dos valores
registrados continuamente durante os primeiros 30 minutos para ambos os protocolos
experimentais. Em animais acordados foram computados a PAM, FC, PAS e PAD e em animais
anestesiados foram avaliados adicionalmente CO,, temperatura corpérea e atividade simpatica
lombar. Para animais acordados, as alteracdes da PAM, FC (APAM e AFC) em funcdo da
injecao sistémica de salina e sorbitol foram avaliadas a cada 1 minuto nos cinco minutos iniciais
e em intervalos de 10 minutos, durante os 55 minutos restantes do protocolo. Para animais
anestesiados, os mesmos parametros e incluindo a LSNA, foram avaliados nos 30 minutos apos
a infusdo de salina hipertonica. Os picos de resposta (APAM, AFC e ALSNA) foram calculados
como a maior alteracdo dentro dos cinco minutos iniciais apos a infusdo. Os deltas foram

calculados em relacdo aos niveis basais 1 minuto antes da infusao.

7.7 Analise estatistica

As comparaces entre os grupos foram realizadas por teste-t ou analise de variancia uma e
duas vias (ANOVA) para medidas repetidas quando aplicavel. O pds-teste de Bonferroni foi
utilizado para comparac6es multiplas entre pares de médias ap6s a ANOVA detectar diferenca
nas variancias entre os grupos. Todos os dados foram analisados estatisticamente utilizando o
software GraphPad Prism 7 para Windows (GraphPad Software, San Diego California, EUA).
As diferencas entre pares de médias foram consideradas significativas quando a probabilidade

de erro de tipo | foi menor que 5% (p <0,05).
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S8.Resultados



8.1 Dieta com alto teor de sddio induz menor resposta pressora e menor volume urinario

a infusdo de salina hipertonica em animais acordados.

Para avaliar a resposta pressora a infusao intravenosa de salina hipertonica, injetou-se 3
mol/L de NacCl, (5,58 Osm/L), na dose de 1,8 ml/Kg/min, durante 1 minuto. A resposta pressora
foi menor em animais HS quando comparado ao controle (min.1: A0,3£0,43mmHg vs.
A12+3mmHg; min. 2: A4£3mmHg vs. A18+4mmHg; min. 3: A7£2mmHg vs. A19+4mmHg;
min. 4: A8+3mmHg vs. A23+3mmHg e min. 5: A9+3mmHg vs. A23+3mmHg) nos cinco
minutos pos inje¢do i.v., sem alterar frequéncia cardiaca. A inje¢do também produziu menor
débito urinario nesses animais nos 15 minutos iniciais de coleta (0,4+0,12mL vs. 2,4+0,8mL),

figura 12 e 14.

Para dissociar o efeito osmotico desta solucdo sobre mecanismos de ajuste
cardiovascular daqueles possivelmente produzidos pelo aumento especifico da concentragao de
sodio na circulacao, utilizou-se solugdo de sorbitol 5,3 mol/L (5,301 Osm/L) em PBS (0,279
Osm/L) i.v. 1,8 mL/kg/min ao longo de 1 minuto. A solucdo de sorbitol apresentou resposta
semelhante na PAM e FC entre nos grupos e provocou menor débito urindrio nos animais HS

nos 15 minutos iniciais de coleta (1,3+0,3mL vs. 4,1+0,3mL), figura 13 e 15.
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APAM (mmHGQg)

AFC (bpm)

Cont(n=5)

<F Hs (n=6)

Volume urinario

Eos

diferente de controle; teste-t ndo pareado; p<0,05.

60 m in

Figura 12. Presséo arterial média (A) e frequéncia cardiaca (B) antes e depois da injecéo de salina hipertdnica em
ratos HS e controle. As linhas tracejadas verticais indicam o momento da injecéo i.v. de 3 mol/L NaCl (1,8ml/kg
em 1 minuto). Os painéis C, D, E e F representam o volume urinario produzido a cada 15 minutos, durante os 60

minutos do protocolo. * Diferente do controle; ANOVA two-way, seguido de pés-teste de Bonferroni; p<0,05. **
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Figura 13. Pressdo arterial média (A) e frequéncia cardiaca (B) antes e depois da injecéo de solugdo de sorbitol
em ratos HS e controle. As linhas tracejadas verticais indicam o momento da inje¢do i.v. de 5,3 mol/L (1,8ml/kg
em 1 minuto). Os painéis C, D, E e F representam o volume urinario produzido a cada 15 minutos, durante os 60

minutos do protocolo. * diferente de controle; teste-t ndo pareado; p<0,05.
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Figura 14. Sodio injetado (A) e sédio excretado (B) apds injecdo de salina hipertdnica de 3 mol/L NaCl (1,8ml/kg
em 1 minuto) em ratos HS e controle. O painel B mostra a excrecdo antes e depois da introducdo da bureta de
agua. Os painéis C, D, E representam o sddio injetado/excretado, volume urinario e ingestdo de &gua no periodo
de 60 minutos do experimento e no periodo de 24h ap6s o experimento. As linhas tracejadas em azul (Cont) e
vermelho (HS) representam os valores de referéncia para animais no periodo de 24h, sem a realizagdo de nenhum

protocolo experimental. * diferente de controle; teste-t ndo pareado; p<0,05.
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Figura 15. Sédio excretado (A) ap6s injecdo de solugdo de sorbitol 5,3 mol/L (1,8ml/kg em 1 minuto) em ratos
HS e controle, antes e depois da introducdo da bureta de agua. Os painéis B, C e D representam o sddio
injetado/excretado, volume urinario e ingestdo de agua no periodo de 60 minutos do experimento e no periodo de
24h apos o experimento. As linhas tracejadas em azul (Cont) e vermelho (HS) representam os valores de referéncia

para animais no periodo de 24h, sem a realizagdo de nenhum protocolo experimental. Teste-t ndo pareado.
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8.2 Dieta com alto teor de sédio promove simpatoinibicio do leito vascular lombar em

resposta a infusao de salina hipertonica periférica.

Para avaliar o efeito de um desafio osmético agudo na presséo arterial e atividade simpética
lombar de animais HS12W, salina hiperténica 3mol/L, 1,8 ml/Kg/min, foi infundida i.v. durante
1 minuto. Animais Cont e HS apresentaram a mesma resposta pressora (Cont: A9+1,4mmHg e
HS: A7+0,3mmHg, n=2). Animais HS apresentam simpatoinibi¢cdo lombar em resposta ao
aumento da osmolaridade periférica (Cont: A9+1,3% e HS: A-9+1.0%, n=2), figura 16 e 17.

Basal SH 10 min Basal SH 10 min
150 — —_— pos-SH _— po6s-SH
ABP
50 20s

200 —

 LSNA
(%)

[
40 —

O o - —
N N e

Controle HS 1s

Figura 16. Tracado representando pressdo arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e atividade

nervosa simpatica lombar (LSNA) integrada em resposta a infusdo de salina hiperténica 3mol/L em 1 min.
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Figura 17. Infusdo de salina hiperténica 3mol/L em 1 min em animais anestesiados. Painel A: Pressdo arterial média
e B atividade simpética nervosa lombar. Os picos de resposta da PAM e LSNA foram medidas em comparacéo com
0 periodo basal antes da inje¢do. Os simbolos (o e O) representam os valores individuais de cada animal. Teste-t; *p
<0,05.
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Capitulo 111

Neste capitulo abordaremos as a¢des da Ang |1, microinjetada no OVLT, na resposta pressora

e atividade simpatica nervosa em animais normotensos.
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9.0bjetivos



9.1 Objetivo geral

Avaliar as agdes da Ang II microinjetada no OVLT no controle da pressdo arterial e

atividade simpatica nervosa lombar, renal e esplancnica.

9.2 Estratégias metodologicas especificas

v"Avaliar a resposta pressora e simpatica a Ang Il no OVLT;

v Avaliar o efeito de taquifilaxia a Ang Il no OVLT,;

v Avaliar a participacdo do PVN na modulacdo da resposta pressora e simpatica a Ang Il
no OVLT.
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10. Metodologia



10.1 Modelo Animal

Para todos os experimentos do capitulo III foram utilizados ratos adultos da linhagem
Sprague-dawley, (Charles River Laboratories), com massa corporal média entre 350-425g,
n=16. Os animais foram mantidos por duplas em racks ventiladas, na Division of Laboratory
Animal Resources (DLAR-BST) da University of Pittsburgh School of Medicine, com ragdo e
agua ad libitum, ciclo claro-escuro de 12h e temperatura média de 24°C, até a realizagdo dos
procedimentos experimentais. Apos recebimento dos animais, foi respeitado um periodo de
cinco dias para realizagao dos experimentos. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com o NIH Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals e com aprovagao

prévia do Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC), sob protocolo n® 16129731.

10.2 Drogas e Solugoes

Veiculo: Cloreto de sédio 0.9% USP heparinizado, 30 U/mL, (Baxter, IL, EUA)

Drogas utilizadas nos procedimentos cirargicos

Para anestesia utilizou-se utilizou-se isoflurano, 3% para inducéo e de 2-2,5% para manutencao,
(Isothesia, Henry Schein Animal Health, NY, EUA) por via inalatéria e uretana 1,0g/kg por via
intravenosa (Sigma-Aldrich, MO, EUA).

Drogas e solugdes usadas nos protocolos experimentais

Para os protocolos utilizou-se Angiotensina Il (1mg/mL), liquido cefalorraquidiano artificial
(NaCl, KCI, CaCl,, MgCl,, dextrose, HEPES), GABAA agonista — Muscimol (100pmol),
cloreto de sodio (1 mol/L), todos provenientes da Sigma-Aldrich, MO, EUA.
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10.3 Procedimento Cirurgico

10.3.1 Confecgdo das canulas arteriais e venosas
Para confec¢ao das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-20 aquecidos sobre
uma chama e alongados para o didmetro desejado. Antes do implante, o interior das canulas foi

lavado e preenchido com salina 0.9% NaCl heparinizada.

10.3.2 Confecgdo de micropipetas de vidro para microinjeg¢do
Para a confecgdo das micropipetas utilizou-se capilares de vidro (0.58 mm, A-M Systems
Inc., Carlsborg, WA; EUA, 5 nL por divisdo), aquecidas no Puller (Narishige, Japao) para

ajuste ao diametro para microinjecdo, entre 30-50um.

10.3.3 Cirurgia para isolamento dos nervos lombar, espldncnico, renal e abordagem
ventral do hipotalamo.

Para registro simultaneo de atividade simpdtica, os animais foram anestesiados com
isoflurano (2-3% em 100% O: — o nivel de anestesia foi monitorado constantemente pela
auséncia do reflexo de retirada ao pingamento interdigital ou da extremidade da cauda) e
instrumentados para implante de canulas nas artérias braquiais e nas veias femorais, semelhante
ao descrito no item 3.8.2. A partir desta etapa, o isoflurano foi substituido lentamente por
uretana (1.0mg/kg, intravenoso). Apds a canulacdo, os animais passaram pela cirurgia de
traqueostomia para ventilagdo mecanica durante o experimento, conforme descrito no item
3.8.3. Em seguida, o animal foi posicionado em decubito lateral, para iniciar a exposicao dos
nervos renal e esplancnico. Para tal, foi feita uma incis@o unica retroperitoneal, a 1cm da fascia
muscular, para visualizacdo dos dois nervos. O tecido foi cauterizado com o auxilio de uma
unidade termal de cauterizacdo (World Precision Instruments, FL, EUA) e em seguida os
musculos foram divulsionados e a cavidade foi aberta com auxilio de afastadores. Para a
limpeza e separagdo de todos os nervos, foi utilizado uma pinga de microdissec¢do (Dumont
#5, Fine Science Tools) e para contato direto, uma pinca de vidro de ponta arredondada, sempre
respeitando a medida de aproximadamente 2mm de nervo exposto. O nervo renal foi
gentilmente isolado & jungdo da aorta e artéria renal. Como a localizagéo anatdémica do nervo
renal difere de animal para animal (ao lado da artéria renal vs. entre a artéria renal e a veia), 0

nervo foi dissecado primeiro, mas posicionado apo6s o isolamento do nervo esplancnico. O
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eletrodo bipolar, construido por dois fios de ago inoxidavel (& 0,127 mm, A-M Systems Inc.,
Carlsborg, WA; USA), foi posicionado seguindo o curso dos vasos renais e o nervo foi ancorado
sobre ele. Para o nervo esplancnico, que foi isolado por ultimo, mas fixado primeiro, o eletrodo
foi posicionado rostralmente a aorta, superior a glandula adrenal. Apds posicionado
delicadamente, o sinal dos nervos foi visualizado com auxilio do osciloscopio (Tektronix TDS
220) e com a confirmacdo positiva de atividade simpatica, o fluido que envolve os nervos e
eletrodos foi drenado e uma resina de silicone autopolimerizavel (Kwik-Sil ™) foi aplicada ao
conjunto nervo + eletrodo para fixagéo. Finalizada a identificagdo desses dois nervos, a incisao
foi fechada, utilizando grampos n°11 (Michel Suture Clips, Fine Science Tools). Em seguida o
animal foi delicadamente rotacionado, evitando movimentacao brusca dos eletrodos, colocado
em posicao supina e a cabeca fixada ao aparelho estereotaxico (Stoelting Co., lllinois, EUA).
Em seguida, para o isolamento do nervo lombar, a instrumentacdo foi feita semelhante ao

descrito no item 6.3.3.

Finalizada a identificacdo dos nervos, os animais foram preparados para a abordagem
ventral do hipotdlamo. A barra incisiva do estereotaxico foi posicionada em +5mm. Com
auxilio do ferro de solda, os tecidos que envolvem a mandibula foram cauterizados e os
incisivos inferiores foram divididos e retraidos lateralmente. A lingua foi isolada de tecidos
laterais adjacentes, cauterizada e removida. Os palatos, duro e mole também foram cauterizados
e removidos com auxilio de uma broca odontoldgica. Pequenos furos (2-4 unidades) foram
realizados no osso esfendide, com o cuidado de ndo perfurar a membrana dura-mater. Uma
mistura plastica (50% massa de modelar + 50% vaselina) foi aquecida e injetada nos orificios
para cauterizar o seio venoso subjacente e evitar o rompimento. Em seguida, o 0sso e a mistura
plastica ja seca foram removidos com a broca odontoldgica e esse procedimento foi repetido
em torno de 3-4 vezes até a visualiza¢do do nervo optico e todo o quiasma Optico/hipotadlamo,
estendendo-se caudalmente até a borda rostral da hipéfise. Com auxilio do atlas de Paxinos e
Watson (Paxinos e Watson, 2013), as coordenadas foram calculadas e ajustadas para as
microinjecdes. As coordenadas para OVLT foram 0,6mm caudal a borda do quiasma optico e
1,5mm ventral a superficie da membrana. Para o PVN, a coordenada utilizada foi 4mm caudal
ao quiasma, 3,5mm a superficie da membrana e £0,5mm lateral para as microinje¢des bilaterais.
Os animais foram ventilados artificialmente com ar ambiente enriquecido com oxigénio 100%
com auxilio de um dispositivo (CWE Intruments, Advanced Ventilator System For Rodents
SAR-1000, EUA) conectado ao tubo traqueal. Por meio de um tubo introduzido dentro da

interface de conexdo entre ventilador/tubo traqueal, amostras de 3 mL de ar/minuto foram

84



continuamente colhidas e analisadas quanto a concentragdo de CO> por um analisador CO>
(CWE Instruments, MicroCapStar End-Tidal CO2 Monitor For Mice, EUA). O CO:> ao final
da expiracdo foi mantido a 3,5-4,5%, ajustando o volume corrente (~1mL/100g do peso
corporal ou a taxa respiratdria 60-80 bpm). Doses suplementares de anestésico foram
administradas caso necessario (10% volume inicial). A temperatura, medida por via retal, foi
mantida entre 37+1°C, mantida por meio de uma manta com circulacdo de dgua. Todas as

variaveis foram estabilizadas por pelo menos 1h, antes dos dados serem avaliados.

10.4 Coleta e registro dos dados

A PAM foi monitorada por meio do cateter implantado na artéria braquial, conectado a um
transdutor de pressdo (MLT0699) e a um pré-amplificador (1700 Differential AC Amplifier,
A-M Systems, EUA), conectado ao processador de dados (Micro1401-3 Cambridge Eletronic
Desing), usando o software Spike 2 (Cambridge Electronic Design). Para coleta dos dados de
atividade simpatica do nervo lombar (LSNA) renal (RSNA) e esplancnico (SpSNA), o sinal
captado pelo eletrodo foi filtrado, registrado na banda de 100 a 1000 Hz e amplificado 10.000
vezes por um amplificador diferencial (1700 Differential AC Amplifier, A-M Systems, EUA).
O sinal analdgico filtrado e amplificado foi convertido em sinal digital por um conversor
analdgico/digital (Micro1401-3 Cambridge Eletronic Desing) e processado pelo software Spike
2, de forma a criar os registros temporais da varidveis aquisitadas. Nesse software, o sinal foi
digitalizado a 2.000 Hz, em uma janela de digitalizacdo de 20 mV, processado para remover o
“offset”, simultaneamente retificado ¢ convertido em atividades integradas (f LSNA, |RSNA,
JSpSNA) utilizando uma constante de tempo de 1s. Todas as variaveis PA, FC, LSNA, RSNA,
SpSNA brutas e integradas, foram coletadas e apresentadas simultaneamente no programa. Ao
final do experimento, o conjunto nervo + eletrodo foi ligeiramente deslocado
perpendicularmente ao feixe de nervos no sentido ventral do eixo dorso-ventral até supressao
dos “bursts” caracteristicos da atividade simpatica. O registro do sinal resultante, aqui
denominado ruido de fundo, foi realizado por mais 5 minutos, o qual era subtraido do valor
total das atividades integradas. A linha de base das atividades nervosas integradas foi
estabelecida em 100% e as respostas simpaticas aos estimulos com NaCl, aLCR e Ang Il ao
OVLT e aLCR e muscimol ao PVN foram expressas como altera¢Ges percentuais em relacéo a

linha de base.
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10.5 Protocolos Experimentais

Protocolo 6: NaCl, aLCR e Ang Il no OVLT

Um grupo de 6 animais foi submetido as cirurgias para registro de atividade simpética e
abordagem ventral do hipotalamo. Os pardmetros cardiovasculares, temperatura e CO> foram
monitorados durante todo o periodo de registro. Quando estes parametros se mostraram
estaveis, a partir de 1h do término da cirurgia, iniciou-se o registro definitivo dos dados, com
uma coleta basal de PAM, FC, LSNA, RSNA e SpSNA, por aproximadamente 30 minutos.
Findado esse periodo, foram realizadas microinjecdes randomizadas, no volume de 30nL cada,
de NaCl (1mol/L, com corante rodamina), aLCR e Ang Il (Img/ml, com corante FITC),
respeitando o intervalo de 20 minutos entre cada, figura 18. As microinjecGes foram realizadas
por pressao por nitrogénio, utilizando micropipetas de vidro acopladas ao aparelho Toohey
Spritzer (Toohey Company, EUA). Ao final do experimento os animais passaram pela perfuséo
transcardiaca com 20mL de salina 0,9%, seguidos de 40mL de paraformaldeido 4% em PBS.

Os encéfalos foram removidos e armazenados em paraformaldeido 4% até posterior anéalise

histoldgica.
Randomizado
Instrumentagdo  Instrumentag&o Ang Il
para registro de  para abordagem NaCl (imol/L) ~ aCSF (Img/ml)
L 30nL 30nL
atividade ventral do OVLT OVLT 30nL
simpética hipotalamo OVLT

i i i Estabilizagio i Basal l l l Fim

-3h -1h ~1h 30min 50min 70min 90min

Figura 18. Protocolo experimental 6

Protocolo 7: Taquifilaxia a Ang [l no OVLT

Um grupo de 4 animais foi submetido as cirurgias para registro de atividade simpatica e
abordagem ventral do hipotalamo. Os pardmetros cardiovasculares, temperatura e CO foram

monitorados durante todo o periodo de registro. Quando estes parametros se mostraram
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estaveis, a partir de 1h do término da cirurgia, iniciou-se o registro definitivo dos dados, com
uma coleta basal de PAM, FC e LSNA, por aproximadamente 30 minutos. Findado esse
periodo, foram realizadas trés microinjecdes, no volume de 30nL cada, de Ang Il (Img/ml, com
corante FITC), respeitando o intervalo de 50 minutos entre cada, figura 20. As microinjecdes
foram realizadas por pressédo por nitrogénio, utilizando micropipetas de vidro acopladas ao
aparelho Toohey Spritzer (Toohey Company, EUA). Ao final do experimento os animais
passaram pela perfusdo transcardiaca com 20mL de salina 0,9%, seguidos de 40mL de
paraformaldeido 4% em PBS. Os encéfalos foram removidos e armazenados em

paraformaldeido 4% até posterior analise histoldgica.

Instrumentagdo  Instrumentagéo 1*Ang Il 22Ang Il 3*Ang Il

para registro de  para abordagem (Img/ml)  (Img/ml)  (Img/ml)
atividade ventral do 30nL 30nL 30nL
simpatica hipotélamo ovLT OVLT OvLT

i i l Estabilizagio l Basal l l l Fim

-3h -1h ~1h 30min 80min 130min 180min

Figura 19. Protocolo experimental 7.

Protocolo 8: Ang Il no OVLT antes e apos a inibicdo do PVN

Um grupo de 6 animais foi submetido as cirurgias para registro de atividade simpatica e
abordagem ventral do hipotalamo. Os parametros cardiovasculares, temperatura e CO, foram
monitorados durante todo o periodo de registro. Quando estes parametros se mostraram
estaveis, a partir de 1h do término da cirurgia, iniciou-se o registro definitivo dos dados, com
uma coleta basal de PAM, FC, LSNA, RSNA e SpSNA por aproximadamente 30 minutos.
Findado esse periodo, foi realizada uma microinjecdo inicial de Ang Il (Img/ml, com corante
FITC), no volume de 30nL. Apds 50 minutos, aLCR (com corante FITC) foi microinjetando
bilateralmente no PVN, no volume de 50nL, com intervalo de 1 min entre cada lado. Apos 10
minutos, foi repetida a microinjecdo de Ang Il (Img/ml, com corante FITC). Respeitando
novamente um intervalo de 50 minutos, muscimol (agonista do receptor GABAAa, com corante
rodamina) foi microinjetando bilateralmente no PVN, no volume de 50nL, com intervalo de 1

min entre cada lado e ap6s 10 minutos, realizou-se a terceira microinjecdo de Ang Il (Img/ml,
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com corante FITC), figura 20. As microinjecdes foram realizadas por pressdo de nitrogénio,
utilizando micropipetas de vidro acopladas ao aparelho Toohey Spritzer (Toohey Company,
EUA). Ao final do experimento, os animais foram perfundidos por via transcardiaca com 20
mL de salina 0,9%, seguidos de 40 mL de paraformaldeido 4% em PBS. Os encéfalos foram

removidos e armazenados em paraformaldeido 4% até posterior analise histologica.

aCSF Muscimol (100pmol)
50nL/lado 50nL/lado
PVN

x ~ Ang Il Ang Il
Instrumentagdo  Instrumentagéo Ang Il

para registro de  para abordagem (1mg/ml) (1?(?/?0 (1?§/TI)

atividade ventral do 30nL OVT_T OVrI]_T
simpética hipotalamo OwLT

Dl ) ] o | | | T

-3h -1h ~1h 30min 80min  100min 150min 170min 200min

Figura 20. Protocolo experimental 8.

10.6 Analise dos dados

Os dados de PAM, LSNA, RSNA e SpSNA basais foram determinados a partir da média
dos valores registrados continuamente durante os primeiros 30 minutos dos protocolos
experimentais. As respostas cardiovasculares e simpaticas as microinje¢des no OVLT e PVN
foram avaliadas a cada minuto nos cinco minutos antes da microinje¢do. Apos a microinjecao,
os dados foram avaliados a cada minuto, durante quinze minutos e os deltas das variacdes
maximas (pico de resposta) de PAM, LSNA, RSNA e SpSNA foram analisados nos cinco

minutos apds a microinjecao e comparados a média dos cinco minutos basais.

Para confirmagao histologica das microinjecoes no OVLT e PVN, os encéfalos
armazenados em paraformaldeido 4% foram seccionados coronalmente, em vibratomo
(VT1000, Leica Biosystems, Alemanha), com espessura de 100um. Os cortes foram montados
em laminas de vidro (Fisher Cientific, EUA) secas a temperatura ambiente e visualizados com
microscopio de fluorescéncia (Modelo DM4000, Leica Biosystens, Alemanha) com
comprimento de onda ajustado para 540nm (cor verde, FITC) e 720nm (cor vermelha,
rodamina), utilizando o software Leica Application Suite (LAS X). Os cortes de OVLT foram
fotografados com ampliacdo de 20X e os cortes de PVN com ampliagdo de 10X.
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10.7 Analise estatistica

As comparacOes entre os grupos foram realizadas por analise de variancia de duas vias
(ANOVA) para medidas repetidas. O pds-teste de Bonferroni foi utilizado para comparacgdes
ultiplas entre pares de médias ap6s a ANOVA detectar diferenca nas variancias entre 0s grupos.
Todos os dados foram analisados estatisticamente utilizando o software GraphPad Prism 7 para
Windows (GraphPad Software, San Diego Califérnia, EUA). As diferencas entre pares de
médias foram consideradas significativas quando a probabilidade de erro de tipo | foi menor
que 5% (p <0,05).
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11. Resultados



11.1 Angiotensina II microinjetada no OVLT provoca aumento de pressio arterial média

e promove alteracoes seletivas na atividade nervosa simpatica.

Para avaliar a resposta do OVLT a Ang Il na modulacéo da presséo arterial e atividade
nervosa simpatica, NaCl (1mol/L), aLCR e Ang Il (Img/ml) foram randomicamente
microinjetados no volume de 30nL, no periodo de 30 segundos, separados por intervalos de 20
minutos. A figura 21, painel A, mostra a resposta das microinje¢cdes na PAM, LSNA, RSNA e
SpSNA. A resposta pressora nos animais normotensos foi semelhante entre NaCl e a Ang I,
comparados ao aLCR (NaCl: A8+1.7mmHg, Ang II: A9+2.0mmHg e aLCR: A-5+0.8mmHg,
n=6). O aumento da concentracdo de s6dio no OVLT promoveu simpatoexcitacdo nos leitos
vasculares lombar e esplancnico (LSNA: A9+1.7% ¢ SpSNA: A8+1.1%, n=6) e simpatoinibic¢éo
renal (RSNA: A-5+0.9%, n=5). Em contrapartida, a Ang Il promove alteracdes seletivas na
atividade nervosa simpatica, com simpatoexcitacao esplancnica (SpSNA: A10£0.9%, n=6),
simpatoinibi¢cdo lombar (LSNA: A-7£2.0%, n=6) e nenhuma mudanca na atividade renal
(RSNA: A4£1.0%, n=5), quando comparados a microinjecdo controle de LCR artificial. O
painel B mostra, a esquerda, a localizagcdo anatémica das microinjecdo no OVLT (circulos -
Ang Il e quadrados - NaCl) e a direita a confirmacao histoldgica visualizada com microscopia
de fluorescéncia, com a imagem sobreposta (amarelo) das microinjecoes de Ang Il (corante
FITC — verde) e NaCl (corante rodamina — vermelho). Nenhuma alteragdo foi observada na
frequencia cardiaca. A figura 22, mostra o tracado da pressao arterial pulsatil, PAM (cinza) e
as atividades LSNA, RSNA e SpSNA integradas.

91



W1 Naci(n=6-5)
- aCSF (n=6-5)
Il ..y i (n=56-5)

[_i_l %

15 = A [m]

10 ™

A MAP (m mHGQg)
oy
(% )
X#DD_
_i <|>

<
0 -
0 ™ z
n
.5 -
.5 = g - .
00 < -10 M *
- (m|
-10
-15 = o
15 = X
~ 10 I * 1 15 = ——
= oo — A oo
~ 5 = o 107 A
0 ™ 5 =
z % <
i 5 = e P4 o=
add A "
<10-l 1 o 5 ™
* (9)]
15 ™= 10 =
<

-15 ™

Figura 21. Microinjecfes de NaCl, aLCR e Ang Il em OVLT. Painel A: 30 nL de NaCl, aLCR e Ang Il foram aleatoriamente
microinjetados no OVLT. Os picos de resposta da pressdo arterial média (PAM), lombar (LSNA), renal (RSNA) e atividade
nervosa simpatica esplancnica (SpSNA) foram medidas em comparacdo com o periodo basal antes da injecdo. Painel B: A
esquerda, a localizacdo anatdmica das inje¢cBes no OVLT (circulos - Ang Il e quadrados - NaCl) e no lado direito, a
confirmacédo histolégica visualizada com microscopia de fluorescéncia, com a imagem sobreposta (amarelo) das microinjecoes
de Ang Il (corante FITC — verde) e NaCl (corante rodamina — vermelho). AC: Comissura anterior; DBB: Banda diagonal; LV:
Ventriculo lateral; 3V: Terceiro ventriculo e OX: Quiasma optico.Os simbolos (A, o e O) representam 0s valores individuais
de cada animal. Para RSNA n=5. ANOVA de duas vias, pos-teste de Bonferroni, *p <0,05.
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Figura 22. Tracado representando pressdo arterial pulsatil, pressdo arterial média (PAM - linha cinza) e atividade
nervosa simpatica esplancnica, renal e lombar integrada em resposta & microinje¢do de NaCl, aLCR e Ang Il de
OVLT.
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11.2 Doses de angiotensina II microinjetadas no OVLT em intervalos de 45 minutos nio

provocam efeito de taquifilaxia.

Para realizar o protocolo descrito no item 10.3, um experimento foi realizado para
avaliar se doses seguidas de angiotensina Il provocariam dessensibilizacdo dos neur6nios no
OVLT, Fig. 23. Trés microinjec¢des de Ang Il, com intervalo de 50 minutos entre as cada uma
provocou a mesma resposta pressora (1% A8+1.9%, 2% A8+£1.0% e 3% A8+0.9%, n=4) e
simpatoinibi¢do lombar (12: A-5+1.0%, 2%: A-7+£2.0% e 3% A-5+1.4%, n=4). Nenhuma alteragao

foi observada na frequéncia cardiaca.
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Figura 23. Microinje¢des de Ang Il no OVLT. Painel A: 30nL de Ang Il foram microinjetados no OVLT a cada
45 minutos para avaliar o efeito da taquifilaxia. As respostas foram medidas como pico de resposta da pressdo
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e atividade nervosa simpatica lombar (LSNA) em comparagdo
com o periodo de referéncia antes da injegdo. Painel B: A esquerda, a localizagdo anatdmica das microinjegdes no
OVLT e a diretia, as microinje¢Bes visualizadas com microscopia de fluorescéncia com corante FITC. AC:
Comissura anterior; DBB: Banda diagonal; LV: Ventriculo lateral. Os simbolos (O, o, ) representam os valores

individuais de cada animal. Two-way ANOVA, pos-teste de Bonferroni, p <0,05.

11.3 Respostas a angiotensina II microinjetada no OVLT na pressao arterial média e

atividade nervosa simpatica sio dependentes da sinalizacio via do PVN.

Conforme descrito no item 10.1, microinjecdo de 30nL de Ang Il promove resposta
pressora e alteracdes seletivas na atividade nervosa simpatica, quando comparados a
microinjecdo controle de LCR artificial. Para avaliar se essa resposta & dependente da
participacdo do PVN, um experimento foi realizado microinjetando Ang Il no OVLT apds a

pré-tratamento do PVN com aLCR ou com muscimol (agonista dos receptores GABA) em
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intervalos de 50 minutos. A Ang Il ap6s aLCR no PVN apresenta as mesmas respostas pressoras
(A8+0.6mmHg, n=6) e na atividade simpética (LSNA: A-7+1.0% n=6, RNSA: A4+0.7% n=5¢
SpSNA: A8+0.9% n=6). Contudo, quando se repete a microinjecao de Ang Il no OVLT apds
microinjecdo bilateral (50nL/lado) de muscimol no PVN, as alteracbes pressoricas e na
atividade simpatica sdo abolidas, Fig. 24. Nenhuma alteracdo foi observada na frequéncia
cardiaca. A figura 25 ilustra o tracado representando PAM, LSNA, RSNA e SpSNA antes e

depois das microinjecdes de aLCR e muscimol no PVN.
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Figura 24. Microinjec¢6es de Ang Il no OVLT com pré-tratamento com aLCR ou Muscimol no PVN. Painel A:
30nL de Ang Il foi microinjetada no OVLT ap6s microinjecdes bilaterais de 50nL, de aLCR ou muscimol em

PVN. Os picos de respostas da pressao arterial média (PAM) a atividade do nervo simpatico lombar (LSNA), renal
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(RSNA) e esplancnico (SpSNA) foram medidas em comparacdo com o periodo basal antes da injecdo. Painel B:
A esquerda, a localizagdo anatdmica dos locais de injecdo no OVLT (circulos) e PVN (quadrados - aLCR e
triangulos - muscimol). Painel C: Confirmagédo histolégica das microinje¢cfes com microscopia de fluorescéncia,
no OVLT, visualizados com FITC (Ang I1), e no PVN, em sobreposicéo (amarelo) visualizado com FITC (verde
- aLCR) e rodamina (vermelho - muscimol). AC: Comissura anterior; DBB: Banda diagonal; LV: Ventriculo
lateral; AH: Nucleo hipotalamico anterior. Os simbolos (A, o e 0O) representam os valores individuais de cada

animal. ANOVA de duas vias, pos-teste de Bonferroni, *p <0,05.
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Figura 25. Tracado representando presséo arterial pulsatil, presséo arterial média (linha cinza) e atividade nervosa

simpatica esplancnica, renal e lombar (SNA) integrada em resposta a microinjecdo de microinjecao de Ang Il de
OVL, antes de aLCR ou muscimol no PVN.
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12. Discussdao
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Neste estudo nds demostramos pela primeira vez que ratos alimentados com dieta com
0,9% de sodio, do periodo pos-desmame até a idade adulta (por 12 semanas) e com livre acesso

a agua tornaram-se hipertensos.

A dieta com teor de sodio de 0,9% Na* é equivalente a uma dieta com 2% de NaCl,
sendo que a quantidade de sddio nessa dieta é 3,3 vezes maior do que a encontrada na ragédo
normal (0,27%, Na*). Um estudo realizado com uma amostra brasileira, utilizando o método
padrdo-ouro de coleta de urina de 24 horas para medir o consumo de sédio em humanos
estabeleceu uma correlacdo da elevagdo da pressédo arterial sistolica com ingestdo de cloreto de
sodio, 3 vezes superior a recomendada pela OMS (W.H.O., 2012). Esse dado orientou nossa

escolha para um teor de Na* de 0,9% em nossa dieta rica “high-salt” (HS).

Uma das principais descobertas aqui descritas é que roedores sob ingestdo moderada de
sodio do desmame até a 122 semana apresentaram concentracdes de sédio e potassio no LCR
superiores as encontradas em ratos controle, apesar de ndo haver mudanca nas concentracfes
desses ions no plasma. Este achado sugere uma correlacdo entre o consumo de sal, os niveis de

sodio e potassio no LCR e a pressao arterial elevada.

A maioria dos modelos experimentais de hipertensdo dependente de sal exige condicdes
experimentais estritas ou uma carga de sal superestimada em comparacdo com o teor de sal na
dieta humana. Dados desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa j& demonstraram que essa
dieta ndo altera o padréo de crescimento e o consumo alimentar dos animais, sugerindo que a
quantidade de sodio adicionada a dieta (0,9% Na*) ndo afeta a nutricdo geral dos ratos (Gomes
et al., 2017). Além disso, a substituicdo da dieta HS pela dieta regular de sédio ndo afetou a
ingestdo de alimentos, conforme avaliado na 152 semana. Portanto, as 12 semanas de dieta HS
podem ter pouco efeito sobre 0 mecanismo regulador da ingestao de alimentos neste modelo.

Foi demonstrado em outro trabalho que ratos desmamados que beberam solucgéo salina
em substituicdo a 4gua durante 8 semanas comeram e cresceram menos que 0S respectivos
controles (Moreira, M. C. S. et al., 2014). E possivel concluir que essa abordagem promovendo
reducdo na ingesta pode comprometer o estado nutricional dos animais e trazer outros fatores
hipertensivos, uma vez que estudos anteriores propuseram que a restri¢cao protéica pode resultar
em disfuncdes cardiovasculares (De Brito Alves et al., 2014). Nesse trabalho, ratos foram
expostos a sobrecarga de sodio logo apds o desmame, que € um periodo crucial de crescimento

e maturacdo de varios mecanismos de ajustes fisiologicos (Alexander, 2006). O modelo foi
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projetado propositalmente para que pudéssemos combinar a condicdo de dieta dos seres

humanos com habitos de consumo de alimentos com alto teor de sal.

Achados do nosso laboratorio concluiram que o fato de a ingestéo de 4gua ser maior em
ratos HS12W sugere que a dieta com 0,9% Na* estd estimulando a sede dos animais,
possibilitando que o sodio extra possa ser diluido para concentrac@es isotdnicas no organismo
(De Luca Junior, 2013; Gomes et al., 2017).

A alta producdo de urina, a concentracdo de sodio na urina e a excrecdo de sodio
sugerem fortemente que o sddio extra foi excretado dentro de um volume de urina maior
(Gomes et al., 2017). Consequentemente, nesses animais o balanco de sédio € mantido préximo
do normal entre os grupos. Esse dado, conjuntamente com o fato de ndo observarmos alteracdo
no nivel de sodio plasmatico, osmolalidade e concentracao de albumina, elimina a possibilidade
de a hipertensdo nesse modelo ser causada pelo acumulo de sédio no liquido extracelular
periférico, com consequente hipervolemia. Esses aspectos fundamentais do nosso modelo tém
implicacdes clinicas e fisiologicas importantes, porque a maior parte do sédio extra ingerido foi
excretado na urina, mimetizando as condicdes fisiologicas dos seres humanos que consomem

dietas “high-sal”.

Sabe-se que 0 aumento da concentracdo plasmatica de sodio reduz a secrecdo de renina,
com a reducdo da angiotensina Il circulante no sangue e, portanto, a reabsorcao de sddio pelos
rins, a fim de manter os niveis plasmaticos de sddio dentro de limites restritos de variacdo (De
Luca Junior, 2013). Para produzir hipertensdo em ratos adultos sob dietas com teor de sddio
préximo ao que os seres humanos ingerem (2% NaCl), é necessario o clampeamento dos niveis
de angiotensina Il. Essa abordagem tem sido amplamente utilizada e ¢ chamada de modelo
Angll-sal dependente (King et al., 2007; Osborn et al., 2011; Guild et al., 2012).

Nossos resultados mostram claramente que ratos Wistar com dieta a 0,9% de sodio (2%
NaCl) de 21 dias a 12 semanas ap6s o0 desmame, ou seja, 15 semanas de idade, aumentaram
significativamente a pressdo arterial média sem a necessidade de promover um aumento nos
niveis circulantes de angiotensina Il. E possivel que possa ter ocorrido adaptagdes nos
mecanismos de controle da secrecdo de renina no rim para impedir a deplecéo de angiotensina
I1 no sangue neste modelo. Em um estudo com propdsitos semelhantes aos nossos, Ufnal e cols.
(Ufnal et al., 2011) verificaram que ratos alimentados com dieta com sddio a 0,82% (perto dos
niveis de sodio usados em nosso modelo experimental) por oito semanas ap0s o0 desmame nédo

aumentaram os niveis de PA, mesmo quando o teor de sodio aumentou para 3,28%. Esses
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achados podem sugerir que a hipertensao dependente de sédio parece depender principalmente
do tempo de exposicdo e menos da magnitude da sobrecarga de sodio. Isso explicaria por que
esses autores nao encontraram alteragdes na PA com 8 semanas de dieta para HS, enquanto
nossos dados mostram que 100% dos ratos alimentados com dieta HS aumentaram a PA sem

alteracéo significativa na FC.

Estudos prévios mostraram que a dieta a 2% de NaCl (0,9% Na") durante um periodo
de 2 semanas ndo produziu nenhum aumento significativo na presséo arterial de ratos Sprague-
Dawley machos adultos normotensos (King et al., 2007). Com base nesses dados, especulamos
que os ratos adultos poderiam suportar com a sobrecarga de sodio de 0,9%, de tal forma que
aumentos na pressao arterial ndo seriam necessarios para produzir natriurese dependente da
pressdo, como proposto por Guyton e Coleman em 1972 (Guyton et al., 1972b). Se a natriurese
dependente de pressao em modelo de hipertensédo sal-sensivel é tomado como ponto de partida,
sem considerar 0s mecanismos neurogénicos, o aumento da PA pode ser interpretado como um

resultado de dano renal devido a exposi¢do crbnica a sobrecarga de sédio.

Dados anteriores mostraram que uma carga muito alta de sodio (8% NaCl) na dieta por
8 semanas ap6s o desmame pode, de fato, resultar em hipertensdo mais grave, secundaria e
fortemente correlacionada com a deterioragdo da funcgéo renal, com altos niveis de proteinuria
(Gu, J.-W. W. et al., 2008). Nesse cenario, 0 aumento da PA pode ser necessario para manter a
excrecdo de sddio e, portanto, o equilibrio hidroeletrolitico. Para testar essa hipétese, avaliamos

o clearance de creatinina e a concentragao de uréia no plasma e na urina.

Nossos dados mostram claramente que a funcdo renal de ratos alimentados com dieta
HS parece operar dentro de uma faixa normal, uma vez que o clearance de creatinina, as
concentragfes plasmaticas de uréia e o balango de sodio ndo foram diferentes daqueles
encontrados em ratos com dieta regular. A urina com baixa concentracdo de uréia é
provavelmente o resultado do aumento do fluxo urinario de ratos alimentados com dieta HS,
diluindo ainda mais a uréia em um maior volume de urina. Além disso, a analise histoldgica
das estruturas dos corpusculos renais também sugeriu que os indices de glomeruloesclerose em
ratos alimentados com dieta HS s&o semelhantes aos encontrados em ratos controle,
contrariando a hipotese de que a PA aumenta como conseqiéncia de dano renal. A espessura
da parede do ventriculo esquerdo e a razéo entre a espessura da parede ventricular esquerda
pelo didmetro do Iimen do ventriculo esquerdo ndo foi diferente entre os ratos Cont e HS,

sugerindo que a dieta com sodio a 0,9% ndo induziu hipertrofia cardiaca durante as 12 semanas
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de exposi¢do a dieta com alto teor de sddio. Portanto, uma origem neurogénica para hipertensdo
relatada neste estudo, como proposto na literatura para outros modelos de hipertenséo
dependentes de sal (Stocker et al., 2010; Averina et al., 2015), parece ser o candidato mais

provavel para explicar os altos niveis de PA.

Os mecanismos neurogénicos exatos que operam na hipertensao dependente de sal ndo
sdo totalmente compreendidos. Entretanto, varios estudos tém oferecido contribui¢Ges valiosas
para melhor entendé-lo, assim: (1) a dieta com cloreto de sodio a 2% (aproximadamente 0,9%
de s6dio) combinada a infusdo de angiotensina Il produziu hipertensdo, que é amplamente
dependente da ténus simpatico no leito esplancnico (King et al., 2007); (2) o excesso de
ingestdo de NaCl por 14 dias produziu maiores respostas simpaticas esplancnicas ao
neurotransmissor excitatorio exdgeno L-glutamato e neurotransmissor inibitério GABA e
alterou a regulacdo angiotensinérgica de neurbénios (Adams et al., 2008) na medula lateral
ventral rostral (RVLM), um aglomerado de neurdnios bulbos espinais fornece a maior parte da
excitacdo para 0s neurdnios vasomotores pré-ganglionares simpaticos que transmitem o
estimulo simpatico ao sistema cardiovascular (Colombari et al., 2001; Sved et al., 2001); (3) a
lesdo do OVLT atenuou acentuadamente a elevacdo da PA produzida pela infusdo de
angiotensina Il em ratos com dieta contendo 2% de NaCl, sugerindo que o sistema nervoso
central é o alvo principal dos mecanismos pressores ativados no modelo Ang I1-sal dependente
(Collister et al., 2013).

Tais evidéncias sugerem fortemente que o sistema nervoso central desempenha um
papel importante na patogénese da hipertensao dependente de sddio. Assim, decidimos explorar
possiveis mecanismos neurogénicos operando em nosso modelo de hipertensdao dependente do
HS. Como primeiro passo, o bloqueio ganglionar foi realizado, uma abordagem experimental

tambem utilizada em estudos classicos da hipertensdo essencial humana (Doyle e Smirk, 1955).

N6s mostramos que a hipertensdo induzida por dieta HS é dependente de drive
simpatico, porque os animais HS tiveram uma queda maior no nivel de PA apos o bloqueio
ganglionar. Além disso, o BP estabilizou-se ao mesmo nivel nos grupos HS e Cont, sugerindo
que a vasoconstricdo por mecanismos hormonais ou aumento do volume plasmatico pode ndo

ser o principal estimulo hipertensivo em nosso modelo.

A analise do intervalo sistolico revelou um aumento no componente VLF contribuindo
para a densidade de poténcia total no grupo SH, o que pode ser interpretado como uma

contribuicdo maior de alguns fatores humorais para a variabilidade total da FC (Akselrod et al.,
103



1981) de ratos HS. Estudos mais detalhados sdo necesséarios para aprofundar nossa
compreensdo de tais fatores humorais na hipertensdo dependente de sal. A analise da
variabilidade no dominio da frequéncia também mostrou que a razdo LF/HF foi maior no grupo
HS, o que pode ser interpretado como uma contribui¢cdo aumentada da modulacdo simpatica a
variabilidade da FC (Malliani et al., 1991; Malliani, 1999).

Entretanto, alguns cuidados devem ser tomados ao interpretar esses dados. Os resultados
mostraram claramente que a banda LF foi semelhante entre os grupos HS e Cont, enquanto a
banda HF foi menor no grupo HS. Portanto, a relacdo LF/HF foi maior nos grupos HS néo
porque a modulacdo simpatica aumentou, mas porque o componente HF foi reduzido no grupo
HS, o que provavelmente reflete a diminuicdo da arritmia sinusal respiratoria, que esta ligada a
saida cardiovagal parassimpatica (Goldstein et al., 2011). Como a banda LF foi semelhante
entre os grupos HS e Cont, a ingestdo de sal pode néo estar afetando a modulagéo barorreflexa
da PA, mas facilitando uma maior contribuicéo simpaética. A variabilidade no dominio do tempo
avaliada pelo RMSSD foi menor nos ratos HS e HS Unload, o que corrobora com a idéia de
arritmia sinusal respiratdria reduzida devido a alta ingestdo de sédio, pois, 0 RMSSD também
pode estar ligado a esse fendbmeno (Goldstein et al., 2011). Quando a dieta com alto teor de
sodio foi substituida pela dieta regular de so6dio, a PA de repouso diminuiu para niveis proximos
aos encontrados em ratos controle, e o blogueio ganglionar deixou de produzir um efeito
significativamente maior. Em conjunto, estes achados indicam que o impulso simpatico parece
ser 0 mais importante mecanismo que sustenta a PA elevada em ratos Wistar alimentados com
dieta HS.

Outros estudos também propuseram que a ingestao de sédio induz hipertensao através
de mecanismos sensoriais osmoticos que ativam as vias simpaticas (Toney et al., 2003a; Shi et
al., 2008; Toney e Stocker, 2010a). No entanto, ndo encontramos aumento estavel da
osmolalidade plasmatica em ratos HS. Isso pode indicar que os mecanismos perifericos de
deteccdo osmdtica ndo estdo operando continuamente para suportar o aumento do impulso

simpético em nosso modelo.

Examinando evidéncias para apoiar a ideia de que a ingestdo de sodio poderia, de
alguma forma, estimular o mecanismo central de controle do estimulo simpatico, medimos as
concentracOes de Na™ e K* no LCR e 0s encontramos acima do normal em ratos HS. Aumento
do nivel de sédio no LCR de ratos sob dietas HS (4 a 8% NaCl) foi relatado em Dahl-S e SHR
(Nakamura, K. e Cowley, A. W., Jr., 1989; Huang et al., 2004), mas nunca em ratos Wistar
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alimentados com dieta contendo sodio a 0,9% NaCl. O aumento da concentracdo de s6dio no
LCR também foi relatado em seres humanos sob dietas com altos teores de sddio (Kawano,
Yoshida, Kawamura, et al., 1992) e pode ser um elemento chave para um incremento na

atividade simpatica eferente para o sistema cardiovascular.

O plexo cordide regula a concentracédo de potassio no LCR por uma variedade de canais
e trocadores ibnicos, mantendo a concentracdo em torno da metade das concentragdes
encontradas no plasma (Brown et al., 2004b). Nossos dados mostraram que a concentracao de
potéssio no LCR de ratos HS aumentou em 29% e a concentracdo de sédio aumentou em 6,5%
guando comparada ao grupo Cont, sugerindo que mudancas na condutancia da membrana para
potassio através do plexo coroide também poderiam afetar a concentracdo de sédio no LCR
(Brown et al., 2004b). Esta condicao pode levar a uma mudanca de gradiente eletroquimico no
tecido encefélico, o que poderia permitir maior atividade neuronal nas regides que controlam a
atividade nervosa simpatica. Essa hipotese € consistente com estudos que mostraram aumento
da PA e do estimulo simpatico quando as concentracdes de sodio no LCR sao elevadas (Huang
e Leenen, 1998; Stocker et al., 2015a).

Estudos realizados por Osborn et al. em 2014 demonstraram que a infusdo
intracerebroventricular de benzamil, um blogueador de canais epiteliais de sédio (ENaC),
impediu a fase neurogénica do modelo de hipertensdo Ang ll-sal dependente (Osborn et al.,
2014). Os autores especulam que o benzamil possa ter bloqueado a condutancia de s6dio no
plexo cordide, permitindo que a concentracdo de sodio no LCR caia e, assim, reduza-se o
estimulo de vias simpatoexcitatorias ativadas por osmoreceptores centrais (Osborn et al., 2014).

Nossos resultados ndo mostraram alteragfes na concentragdo de cloretos ou na
osmolalidade do LCR. Embora um aumento na concentracdo de sodio no LCR aumente a
osmolaridade do mesmo, estudos recentes relatam que a osmolalidade e a concentracéo de sodio
em fluidos extracelulares da pele versus plasma de ratos alimentados com high-sal podem
mudar diferencialmente e ndo se correlacionar diretamente (Nikpey et al., 2017). Ndo sabemos
se 0 aumento do potassio extracelular esta contribuindo para a hipertensdo induzida pelo sal,
mas é plausivel especular que também poderia ser responsavel pela atividade neuronal mais
alta do que o normal e, consequentemente, pelo aumento do estimulo simpéatico em ratos

alimentados com HS.

Nossos dados sugerem que ha um mecanismo adaptado nesses animais pelo qual o grupo

HS apresenta hipernatremia central, mas néo periférica. Sabe-se que hipernatremia periférica
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promove uma hipertensdo transitéria (Nishida et al., 1998; May et al., 2000; Pedrino et al.,
2005) e que aumentos agudos da osmolaridade plasmética contribuem para aumento da
atividade simpatica em roedores (Brooks, V. L. et al., 2004; Antunes et al., 2006b). Por isso,
resolvemos avaliar se aumentos agudos na osmolaridade plasmatica no modelo HS12W

alteraria a resposta pressora e a reatividade simpaética.

Dados da literatura ja demonstram que a injecdo sistémica de salina hipertdnica aumenta
significativamente a atividade simpatica e a pressdo arterial em ratos sob dieta com contetido
normal de sddio (Weiss et al., 1996b; Stocker e Toney, 2005) e promove alteragdes no perfil
hidroeletrolitico, com resposta dipsogénica e natriurética (Bourque et al., 1994; Kraly et al.,
1995). O que foi semelhante aos resultados encontrados por n6s no grupo controle. Contudo a
infuséo de salina hipertonica em animais acordados do grupo HS promoveu menor resposta
pressora e menor volume urinario em comparacdo ao controle, possivelmente como ajuste

cardiovascular e hidroeletrolitico a uma subita elevacao do sddio circulante.

Os rins exercem papel crucial na regulacdo da pressdo arterial a longo prazo, com
participacdo na excrecdo/retencdo de sodio, reabsorcdo de agua e consequente regulacdo dos
fluidos corporais e homeostase hidroeletrolitica (Dibona e Kopp, 1997; Guyenet, 2006b; Bie e
Evans, 2017). Dessa forma, nds acreditamos que as respostas reduzidas de animais HS fazem
parte de uma adaptacdo no sistema renal do animal, possivelmente na expressdo e densidade
membranar de canais i6nicos e transportadores. Assim, de uma forma mais eficiente, 0s animais
HS conseguem eliminar o sédio em excesso sem que seja necessario promover um aumento de

pressao para induzir natriurese e retornar as variaveis a niveis basais rapidamente.

Para diferenciar respostas cardiovascular e hidroeletroliticas ao estimulo osmotico
versus estimulo osmético produzido por sodio, ratos controle e HS também receberam infuséo
de uma solucéo de sorbitol com a mesma osmolaridade da solu¢do de NaCl hipert6nica. Tanto
ratos do grupo controle quanto do grupo HS exibiram a mesma resposta pressora e mesmo nivel
de excrecdo de sodio, diferente do que ocorre para infusdo de salina hipertonica. Esses
resultados podem indicar que, no modelo HS12W, o processamento central da informacéo
codificada pelo aumento de sodio nos liquidos extracelulares pode ser diferente do
processamento codificado pela osmorrecepgdo em si, sugerindo uma diferenciacéo na ativacao
de vias simpatoexcitatorias que sdo ativadas quando o estimulo € oriundo de osmolaridade
apenas ou de osmolaridade resultante do aumento de sodio extracelular (Chen e Toney, 2001;

Kinsman, Browning, et al., 2017).
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No intento de melhor entender os papeis da atividade simpéatica em diferentes leitos
vasculares nas respostas a hipernatremia e hipersomolaridade agudas em ratos HS12W,
experimentos envolvendo medida de atividade simpatica lombar foram feitos em ratos
anestesiados. Os dados, apesar de incipientes, sugerem que animais controle respondem a
infuséo de salina hipertdnica com simpatoexcitacdo do leito lombar, corroborando dados da
literatura (Weiss et al., 1996b). Contudo, ratos HS12W apresentam simpatoinibicdo do leito

lombar.

Pouco se sabe a respeito da contribui¢do da atividade simpética lombar para o controle
da resposta pressora a hipernatremia aguda. A simpatoinibicdo a infusdo de salina hipertnica
ja foi observada e bem descrita em leitos renais (Weiss et al., 1996b; Pedrino et al., 2005;
Pedrino et al., 2009). Possivelmente como mecanismo importante para vasodilatagdo renal e
consequente aumento do fluxo sanguineo renal que levaria a uma maior taxa de filtracdo
glomerular, facilitando a excre¢do da carga de sodio administrada (Colombari e Cravo, 1999;
Colombari et al., 2000; Pedrino et al., 2005). E possivel que a menor resposta pressora dos
animais HS, esteja relacionada a uma menor reatividade do leito lombar a infusdo de salina
hiperténica. O que poderia indicar que esses animais ndo precisam alterar toda sua fisiologia
rapidamente, para provocar um aumento na pressao arterial e induzir natriurese (Guyton et al.,
1972b), revertendo o quadro de hipernatremia do plasma. Contudo mais experimentos sao
necessarios para esclarecer quais 0s mecanismos envolvidos nessas respostas no modelo
HS12W.

Além da relacdo entre hipernatremia plasmatica e hipertenséo arterial, muitos estudos
vem correlacionando aumentos significativos na reatividade simpética e na PA apds um
aumento agudo na concentracdo de sddio no LCR. O que sugere a existéncia de um mecanismo
central sensivel ao sddio que aumenta a atividade simpatica (Huang e Leenen, 1998; Huang et
al., 2004; Noda e Hiyama, 2015; Stocker et al., 2015a; Nomura et al., 2019).

Trabalhos recentes indicam que mecanismos diretos de deteccdo de sodio regulam a
ingestdo do mineral através de um canal de membrana especifico, os chamados canais Nax, que
sdo expressos no OVLT e SFO (Noda e Hiyama, 2015; Nomura et al., 2019). O OVLT esta
localizado na LT, que possui barreira hematoencefalica incompleta, e é facilmente ativado por
hipernatremia central ou periférica (Shi et al., 2008; Stocker et al., 2008; Nomura et al., 2019)
e se conecta a outras regides adjacentes (Toney et al., 2003a). O principal alvo a jusante da

projecdo dos neurdnios da LT é o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), que modula a
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atividade simpaética nervosa sob certas condi¢Ges, e promovem simpatoexcitacdo quando 0s
estimulos osméticos ou de sddio ativam a via da LT-PVN (Antunes et al., 2006b; Toney e

Stocker, 2010a; Kinsman, Browning, et al., 2017; Kinsman, Simmonds, et al., 2017).

A concentracao de sodio extracelular ativa os neurénios OVLT in vitro e in vivo (Vivas
et al., 1990; Kinsman, Simmonds, et al., 2017; Nomura et al., 2019). Como um mecanismo
sensivel ao sodio também parece estar presente no OVLT pode-se supor que o sédio aumentado
no cérebro pode ser sentido intrinsicamente pelos neurdnios dentro do OVLT. Contudo pouco
se sabe a respeito da neurotransmissao angiotensinérgica na via LT-PVN. Estudos anteriores
nos quais foram feitas lesGes quimicas da regido AV3V ja indicavam que o OVLT contém
células que sdo responsivas a NaCl, oubaina e Ang Il (Veerasingham e Leenen, 1997).
Contudo, evidéncias indicando que tais neurdnios detectaram diretamente mudancas
fisioldgicas nas concentracGes de Ang Il em especifico ainda sdo ausentes (Veerasingham e
Leenen, 1997; Huang et al., 1998).

Segundo a literatura, o neurdnios localizados no OVLT sdo um potencial alvo para Ang
Il circulante, por ser uma regido do encéfalo que possui densa marcagdo para receptores AT
(Mckinley, Albiston, et al., 2003). Dessa forma, para avaliar se vias do prosencéfalo ativadas
pela Ang Il estavam envolvidas com a elevagdo da pressdo arterial em ratos normotensos,
microinjecOes de Ang Il foram realizadas no OVLT. As microinjecdes indicaram que a Ang
Il é capaz de induzir aumento na pressdo arterial, semelhante ao que ocorre quando da
microinjecdo de aLCR com alto teor de sédio (Kinsman, Simmonds, et al., 2017), e promover
respostas seletivas na atividade simpética nervosa, com simpatoexcitacdo renal e esplancnica e
simpatoinibicdo renal. Reforcando que esses efeitos sdo mediados por neurdnios do OVLT,
injecBes ao redor do 6rgao (£0,3mm caudal e rostral) ndo produziram o mesmo padrdo de
respostas. Corroborando com 0s nossos dados, experimentos com lesGes especificas na regido
do OVLT abolem o desenvolvimento de hipertensio em modelos Angll-sal dependente
(Collister et al., 2013).

A via LT-PVN, ativada por sédio e osmolaridade também esta presente em estimulos
angiotensinérgicos, sendo que a inibicdo bilateral dos neurénios do PVN com um agonista dos
receptores GABAA (muscimol) aboliu todas as respostas ao estimulo provocado no OVLT. No
trabalho de Kinsman e cols., a inibicdo do OVLT com muscimol, ndo aboliu por completo as
respostas a infusdo de NaCl intracerebroventricular. Segundo os autores, os neurénios do SFO

também séo em parte responsivos ao NaCl, e com o PVN sem inibicdo, a informacao consegue
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chegar ao centro vasomotor (Kinsman, Simmonds, et al., 2017). O que ndo aconteceu com 0s
nossos experimentos, evidenciando papel chave do PVN como centro integrador das respostas

e estimulos em regides prosencefalicas.

Até entdo sabe-se que o OVLT responde de diferentes formas ao cloreto de sodio e a
solugcdes de manitol de mesma osmolaridade (Kinsman, Browning, et al., 2017; Kinsman,
Simmonds, et al., 2017) e agora a Ang 1. Contudo os mecanismos pelos quais esses neurénios
detectam essas mudancas extracelulares permanece desconhecido, indicando que
possivelmente possam existir processos celulares distintos no mesmo 6rgao, que atuam de
diferentes formas no controle da pressdo, atividade simpaética, e até mesmo a sede e secrecdo

hormonal.

E preciso reconhecer que um passo limitante dos experimentos do capitulo 111 é que por
um longo tempo os animais foram conduzidos anestesiados com uretana. Contudo, mesmo que
a anestesia impacte diretamente nos niveis pressoricos, a abordagem de registro simultaneo de
nervos com gravacgdo continua no mesmo animal garante um melhor perfil das alteracbes em

decorréncia dos testes realizados.

Em resumo, nossos resultados sugeriram que a PA elevada em nosso modelo de
hipertensdo dependente de sal pode resultar de um mecanismo neurogénico influenciado pelo
aumento do contetido de sodio e potassio no cérebro, devido a exposi¢do dos animais a ingestao
de dieta HS desde o periodo p6s-desmame até a vida adulta. E que provavelmente a exposicao
crbnica dos animais a uma dieta com excesso de sal promove mudancas adaptativas tanto
centrais como periféricas a respeito da osmopercepcdo ao sédio, no controle do balanco
hidroeletrolitico e atividade simpatica lombar, quando o organismo € exposto a uma nova
sobrecarga de sédio aguda. Além disso, observamos que ha uma forte conexdo no eixo OVLT-
PVN, que consegue modular a atividade simpética e a pressao arterial em resposta a alteragdes
na concentracgdo extracelular de Ang I1. Acreditamos que tal estudo possa acrescentar algumas
pecas ao complexo quebra-cabeca de elementos envolvidos na hipertensdo relacionada ao

sodio, e revelar novas estratégias para tratar essa patologia no futuro.
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13. Conclusao



Ao final desse trabalho, pode-se concluir que:

A ingestdo cronica (do desmame até a 15 semanas de vida) de quantidades de sédio na
dieta equivalentes aquelas ingeridas por humanos (modelo HS12W) resulta em aumento

da pressao arterial associada a um aumento na concentracdo de sédio do LCR.

Animais HS12W apresentaram respostas cardiovasculares a picos de sodio na corrente
sanguinea, possivelmente associado, mas ndo restrito, a reducdo da atividade simpética

lombar.

O OVLT pode identificar aumentos na concentragéo extracelulares de Ang Il, promovendo
um aumento na pressdo arterial e mudancas seletivas na atividade simpatica
(simpatoexcitacao esplancnica, simpatoinibicdo lombar e nenhuma alteracao no leito renal)

que envolve vias ligadas ao PVN.
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apos executa-lo, conforme modelo do sife da CEUA.

Atenciosamente,

Prof.” Dr.” Lenice Kappes Becker

Coordenadora da CEUA/UFQOP.
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OFICIO CEUA N°. 056/2015, de 3 de julho de 2015

llustrissimo(a) Senhor{a)

Professor(a) Doutor(a). Leonardo Mdaximo Cardoso

DECBI/UFOP

Senhor({a) Pesquisador|al,

Estamos enviando o cerificade de aprovagdc de protocolo
“Mecanismos neurais e humorais  enveolvidos no  desenvolvimenfo e
manutencdo da hipertensdo artenal em ratos com sobrecarga de sadic na
diefa”,

2 Atendendo ao art. 67, IX, da Resclugde Normativa CONCEA n® 1, de
09.07.2010, sclicitamos que encaminhe o CEUA/UFOF o relatdrio final do projeto,

apds executd-lo, conforme modelo do site da CEUA.

Atencicsamente,

Prof.” Dr.” Lenice Kappes Becker
Coordenadora da CEUA/UFOP.
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15.2 Producio cientifica vinculada a tese
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XXI Simposio Brasileiro de Fisiologia Cardiovascular, 2019.
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15.2.3 Prémios ou mencgdes

OLIVEIRA, T.J.; LAGES, L.; GOMES, P.M.; CARDOSO, L.M. EFEITO DA INFUSAO
CENTRAL E PERIFERICA DE SALINA HIPERTONICA 3M DE NaCl SOBRE AS
RESPOSTAS CARDIOVASCULARES DE RATOS WISTAR COM SOBRECARGA DE
SODIO NA DIETA POR 12 SEMANAS POS-DESMAME, XXV Seminario de Iniciagdo

Cientifica, Universidade Federal de Ouro Preto.

Prémio destaque na categoria apresentacdo dos trabalhos financiados pelo CNPq na érea
Ciéncias da Vida.
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GRANATO, AS; GOMES, PM; SA, RWM ; BORGES, GSM ; ALZAMORA, AC; DE
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