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Resumo 

GOMES, PM. Ingestão crônica de sódio na dieta a partir do desmame causa hipertensão em 

ratos jovens: envolvimento de mecanismos neurogênicos no controle da pressão e balanço 

hidroeletrolítico no modelo HS12W. 

Vários estudos têm mostrado que dieta com sobrecarga moderada de sódio (0,9% Na+, aprox. 

2% NaCl), de forma isolada, não é capaz de induzir hipertensão arterial em ratos adultos. Nesse 

sentido, buscamos aqui caracterizar e estudar um modelo de hipertensão desencadeado por 

quantidade de sódio (e apenas por sódio) na dieta equivalentes àquelas ingeridas por humanos 

diariamente, tomando-se como base o recomendado. Nosso trabalho teve como objetivo 

descrever os efeitos da sobrecarga crônica de sódio na dieta (modelo HS12W) sobre a PAM, 

concentrações iônicas no LCR e plasma. Além disso, avaliar como a PAM e LSNA respondem 

a estímulos osmóticos agudos. Nesse trabalho também foi avaliado, em animais normotensos, 

a participação de estruturas hipotalâmicas (OVLT e PVN) em resposta Angiotensina II na 

modulação da pressão arterial e atividade simpática. No capítulo I e II, 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 água ad libitum por 12 semanas pós-desmame. PAM e FC foram 

avaliadas pós hexametônio i.v. Em um segundo essas variáveis foram avaliadas após infusão 

intravenosa de salina hipertônica (SH, 5,58Osm/L; 3M NaCl) ou solução de sorbitol em PBS 

(5,58Osm/L) i.v. em animais acordados e PAM, FC e LSNA foram avaliadas após infusão de 

SH em animais anestesiados. No terceiro capítulo, utilizando animais Sprague-Dawley (350-

425g, Protocolo 16129731, Charles River Laboratories) PAM, FC, LSNA, RSNA, SpSNA 

foram analisadas em resposta a microinjeção de Ang II (1mg/ml, 30nL) no OVLT, além disso, 

as respostas a Ang II no OVLT foram analisadas antes e depois da inibição do PVN com 

muscimol (agonista dos receptores GABA, 50nL/lado, 100pmol). A PAM de repouso foi maior 

em ratos HS. Animais HS apresentaram maiores concentrações de sódio e potássio no LCR. 

Em animais acordados, salina hipertônica produziu volume urinário e resposta pressora 

menores no grupo HS. Os animais anestesiados apresentaram a mesma resposta pressora e o 

HS apresentou simpatoinibição lombar. Por fim, a Ang II no OVLT produziu maior resposta 

pressora em comparação ao aLCR, reduziu LSNA, aumentou a SpNA e não alterou o RSNA. 

O pré-tratamento do PVN com muscimol atenuou significativamente as respostas 

simpatoexcitatórias e pressora às injeções OVLT de Ang II. Podemos concluir que a ingestão 

crônica de sódio resulta em aumento da PA e redução de respostas cardiovasculares a picos de 

sódio na corrente sanguínea, possivelmente envolvendo mecanismos influenciados pela 

composição iônica do LCR. Além disso, concluímos que o OVLT pode identificar alterações 

extracelulares de Ang II, promovendo um aumento na pressão sanguínea e mudanças seletivas 

na atividade simpática, dependente de mecanismos ligados ao PVN. 

 

Palavras chave: hipertensão arterial, cloreto de sódio, pressão arterial, líquido 

cefalorraquidiano, atividade nervosa simpática. 
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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 II response in modulation of arteril blood pressure and 

sympathetic nervous activity were evaluated in normotensive animals. In chapter I and II, 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 (5.58Osm / L, 3M NaCl) or sorbitol solution in PBS (5.58Osm/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 II microinjection (1mg / ml, 30nL) in OVLT. In addition, response to Ang 

II in 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 

II 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 II 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 II, 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. 

 

 

 

 

 



 

XII 
 

Lista de abreviaturas, siglas e símbolos 

 

ALSPAC: Avon Longitudinal Study of Parents and Children 

Ang II: Angiotensina II 

AV3V: Região anteroventral do terceiro ventrículo 

CSF: Cerebrospinal fluid 

DC: Débito cardíaco 

DOCA: Desoxicorticosterona  

FC: Frequência cardíaca 

FITC: Isotiocianato de fluoresceína  

HA: Hipertensão arterial 

HF: Banda de alta frequência 

HS: High-sal 

HSS: Hipertensão sal-sensível 

HS12W: “Modelo high-salt 12 weeks” 

IS: Intervalo sistólico 

LCR: Líquido cefalorraquidiano 

LF: Banda de baixa frequência  

LSNA: Atividade nervosa simpática lombar 

NaCl: Cloreto de sódio 

OCVs: Órgãos circunventriculares  

OMS: Organização mundial de saúde 

OPAS: Organização pan-americana de saúde 

OVLT: Órgão vascular da lâmina terminal 

PA: Pressão arterial 

PAD: Pressão arterial diastólica 

PAM: Pressão arterial média 

PAP: Pressão arterial pulsátil 

PAS: Pressão arterial sistólica 

PVN: Núcleo paraventricular do hipotálamo 

RPT: Resistencia periférica total 

RSNA: Atividade nervosa simpática renal  



 

XIII 
 

RVLM: Bulbo ventrolateral rostral 

SFO: Órgão subfornical 

SNP: Sistema nervoso autonômico parassimpático 

SNS: Sistema nervoso autonômico simpático  

SpSNA: Atividade nervosa simpática esplâncnica   

VLF: Banda de muito baixa frequência  

 



 

XIV 
 

Lista de Figuras 

Figura 1. Delineamento experimental do capítulo I. Ratos: Wistar (CCA UFOP). Dietas: 

Controle (Nuvilab® moída, contendo 0,27% de Na+) e HS (Nuvilab® moída, contendo 

0,90% de Na+ - 3,3 vezes o normal). Tempo total de dieta: 12 ou 15 semanas. .............. 40 

Figura 2. Protocolo experimental 1. ......................................................................................... 46 

Figura 3. Protocolo experimental 2. ......................................................................................... 47 

Figura 4. Protocolo experimental 3. ......................................................................................... 47 

Figura 5. Níveis basais de pressão arterial média (PAM), pressão arterial sistólica (PAS), 

pressão arterial diastólica (PAD) e frequência cardíaca (FC) em ratos de HS, HS Unload e 

seus respectivos grupos controle, realizadas nas 12ª e 15ª semanas após o desmame. 

Quadrados (Cont) e círculos (HS/HS Unload) representam valores individuais e as barras 

representam as médias dos grupos. *Diferente do grupo controle; teste-t não pareado; 

p<0,05. ** Diferente do grupo HS, one-way ANOVA; p<0,05. ...................................... 51 

Figura 6. Pressão arterial média e frequência cardíaca antes e depois da injeção de hexametônio 

em ratos de HS, HS Unload e seus respectivos grupos controle, realizadas na 12ª (HS) e 

na 15ª (HS Unload) semanas após o desmame. As linhas tracejadas verticais indicam o 

momento da injeção de hexametônio i.v. (20 mg/kg). Os painéis B, D, F, H representam a 

alteração em PAM e FC 10 minutos após a injeção. * Diferente do controle; ANOVA two-

way, seguido de pós-teste de Bonferroni; p<0,05. ** diferente de controle; teste-t não 

pareado; p<0,05. ............................................................................................................... 52 

Figura 7. Concentração de sódio (Na+), potássio (K+), cloreto (Cl-) e osmolalidade no LCR e 

plasma de animais HS e Cont 12 semanas após o desmame. Os painéis A e B representam 

[Na+]; C e D representam [K+]; E e F representam concentração de [Cl-] e G e H 

representam osmolalidade, medida em amostras frescas. * Diferente do grupo Cont. Teste-

t não pareado; p <0,05. ..................................................................................................... 55 

Figura 8. Fotomicrografia dos cortes histológicos dos rins e do coração de ratos HS e Cont. 

Painel A: áreas corticais e corpúsculos renais. As setas cinza e branca apontam para as 

bordas do tufo glomerular (Gr) e da cápsula Bowman, respectivamente. As 

fotomicrografias do rim foram tiradas com aumento de 400x (barra=50μm). Painel B: corte 

transversal dos corações, usando ampliação 1x. A seta preta aponta para a borda do 

ventrículo esquerdo (VE).................................................................................................. 58 

Figura 9. Delineamento experimental do capítulo II. Ratos: Wistar (CCA UFOP). Dietas: 

Controle (Nuvilab® moída, contendo 0,27% de Na+) e HS (Nuvilab® moída, contendo 

0,90% de Na+ - 3,3 vezes o normal). Tempo total de dieta: 12 semanas. ........................ 63 

Figura 10. Protocolo experimental 4 ........................................................................................ 68 

Figura 11. Protocolo experimental 5. ....................................................................................... 68 

Figura 12. Pressão arterial média (A) e frequência cardíaca (B) antes e depois da injeção de 

salina hipertônica em ratos HS e controle. As linhas tracejadas verticais indicam o 

momento da injeção i.v. de 3 mol/L NaCl (1,8ml/kg em 1 minuto). Os painéis C, D, E e F 

representam o volume urinário produzido a cada 15 minutos, durante os 60 minutos do 

protocolo. * Diferente do controle; ANOVA two-way, seguido de pós-teste de Bonferroni; 

p<0,05. ** diferente de controle; teste-t não pareado; p<0,05. ........................................ 72 

file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090453
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090453
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090453
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090458
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090458
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090458
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090458
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090458
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090458
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090458


 

XV 
 

Figura 13. Pressão arterial média (A) e frequência cardíaca (B) antes e depois da injeção de 

solução de sorbitol em ratos HS e controle. As linhas tracejadas verticais indicam o 

momento da injeção i.v. de 5,3 mol/L (1,8ml/kg em 1 minuto). Os painéis C, D, E e F 

representam o volume urinário produzido a cada 15 minutos, durante os 60 minutos do 

protocolo. * diferente de controle; teste-t não pareado; p<0,05. ...................................... 73 

Figura 14. Sódio injetado (A) e sódio excretado (B) após injeção de salina hipertônica de 3 

mol/L NaCl (1,8ml/kg em 1 minuto) em ratos HS e controle. O painel B mostra a excreção 

antes e depois da introdução da bureta de água. Os painéis C, D, E representam o sódio 

injetado/excretado, volume urinário e ingestão de água no período de 60 minutos do 

experimento e no período de 24h após o experimento. As linhas tracejadas em azul (Cont) 

e vermelho (HS) representam os valores de referência para animais no período de 24h, 

sem a realização de nenhum protocolo experimental.  * diferente de controle; teste-t não 

pareado; p<0,05. ............................................................................................................... 74 

Figura 15. Sódio excretado (A) após injeção de solução de sorbitol 5,3 mol/L (1,8ml/kg em 1 

minuto) em ratos HS e controle, antes e depois da introdução da bureta de água. Os painéis 

B, C e D representam o sódio injetado/excretado, volume urinário e ingestão de água no 

período de 60 minutos do experimento e no período de 24h após o experimento. As linhas 

tracejadas em azul (Cont) e vermelho (HS) representam os valores de referência para 

animais no período de 24h, sem a realização de nenhum protocolo experimental. Teste-t 

não pareado. ...................................................................................................................... 75 

Figura 16. Infusão de salina hipertônica 3mol/L em 1 min em animais anestesiados. Painel A: 

Pressão arterial média e B atividade simpática nervosa lombar. Os picos de resposta da 

PAM e LSNA foram medidas em comparação com o período basal antes da injeção. Os 

símbolos (○ e □) representam os valores individuais de cada animal. Teste-t; *p <0,05. 77 

Figura 17. Traçado representando pressão arterial pulsátil (PAP), pressão arterial média (PAM) 

e atividade nervosa simpática lombar (LSNA) integrada em resposta à infusão de salina 

hipertônica 3mol/L em 1 min. ........................................... Erro! Indicador não definido. 

Figura 18. Protocolo experimental 6 ........................................................................................ 86 

Figura 19. Protocolo experimental 7 ......................................... Erro! Indicador não definido. 

Figura 20. Protocolo experimental 8 ......................................... Erro! Indicador não definido. 

Figura 21. Microinjeções de NaCl, aLCR e Ang II em OVLT. Painel A: 30 nL de NaCl, aLCR 

e Ang II foram aleatoriamente microinjetados no OVLT. Os picos de resposta da pressão 

arterial média (PAM), lombar (LSNA), renal (RSNA) e atividade nervosa simpática 

esplâncnica (SpSNA) foram medidas em comparação com o período basal antes da 

injeção. Painel B: À esquerda, a localização anatômica das injeções no OVLT (círculos - 

Ang II e quadrados - NaCl) e no lado direito, a confirmação histológica visualizada com 

microscopia de fluorescência, com a imagem sobreposta (amarelo) das microinjecoes de 

Ang II (corante FITC – verde) e NaCl (corante rodamina – vermelho). AC: Comissura 

anterior; DBB: Banda diagonal; LV: Ventrículo lateral; 3V: Terceiro ventrículo e OX: 

Quiasma optico.Os símbolos (∆, ○ e □) representam os valores individuais de cada animal. 

Para RSNA n=5. ANOVA de duas vias, pós-teste de Bonferroni, *p <0,05. ............ Erro! 

Indicador não definido. 

file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090468
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090468
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090468
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090468
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090473


 

XVI 
 

Figura 22. Traçado representando pressão arterial pulsátil, pressão arterial média (PAM - linha 

cinza) e atividade nervosa simpática esplancnica, renal e lombar integrada em resposta à 

microinjeção de NaCl, aLCR e Ang II de OVLT. ............................................................ 93 

Figura 23. Microinjeções de Ang II no OVLT. Painel A: 30nL de Ang II foram microinjetados 

no OVLT a cada 45 minutos para avaliar o efeito da taquifilaxia. As respostas foram 

medidas como pico de resposta da pressão arterial média (PAM), freqüência cardíaca (FC) 

e atividade nervosa simpática lombar (LSNA) em comparação com o período de referência 

antes da injeção. Painel B: À esquerda, a localização anatômica das microinjeções no 

OVLT  e a diretia, as microinjeções visualizadas com microscopia de fluorescência com 

corante FITC. AC: Comissura anterior; DBB: Banda diagonal; LV: Ventrículo lateral. Os 

símbolos (□, ○, ◊) representam os valores individuais de cada animal. Two-way ANOVA, 

pós-teste de Bonferroni, p <0,05. ..................................................................................... 95 

Figura 24. Microinjeções de Ang II no OVLT com pré-tratamento com aLCR ou Muscimol no 

PVN. Painel A: 30nL de Ang II foi microinjetada no OVLT após microinjeções bilaterais 

de 50nL, de aLCR ou muscimol em PVN. Os picos de respostas da pressão arterial média 

(PAM) a atividade do nervo simpático lombar (LSNA), renal (RSNA) e esplâncnico 

(SpSNA) foram medidas em comparação com o período basal antes da injeção. Painel B: 

À esquerda, a localização anatômica dos locais de injeção no OVLT (círculos) e PVN 

(quadrados - aLCR e triângulos - muscimol). Painel C:  Confirmação histológica das 

microinjeções com microscopia de fluorescência, no OVLT, visualizados com FITC (Ang 

II), e no PVN, em sobreposição (amarelo) visualizado com FITC (verde - aLCR) e 

rodamina (vermelho - muscimol). AC: Comissura anterior; DBB: Banda diagonal; LV: 

Ventrículo lateral; AH: Núcleo hipotalamico anterior. Os símbolos (∆, ○ e □) representam 

os valores individuais de cada animal. ANOVA de duas vias, pós-teste de Bonferroni, *p 

<0,05. ................................................................................................................................ 97 

Figura 25. Traçado representando pressão arterial pulsátil, pressão arterial média (linha cinza) 

e atividade nervosa simpática esplâncnica, renal e lombar (SNA) integrada em resposta à 

microinjeção de microinjeção de Ang II de OVL, antes de aLCR ou muscimol no PVN.

 .......................................................................................................................................... 98 

Figura 26. Esquema simplificado da hipótese proposta para explicar alguns dos mecanismos de 

homestase cardiovascular ligados à hipertensão sódio-dependente em ratos HS12W. .. 112 

 

 

 

 

 

 

file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090474
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090474
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090474
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090475
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090475
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090475
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090475
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090475
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090475
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090475
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090475
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090475
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090478
file:///C:/Users/paula/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/PhD/Tese/Tese%20v05.docx%23_Toc7090478


 

XVII 
 

Lista de Tabelas 

 

Tabela 1. Resultados da variabilidade da frequência cardíaca no domínio do tempo e no 

intervalo sistólico (IS) de HS, HS Unload e respectivos grupos controle. ....................... 53 

Tabela 2. Resultados dos testes bioquímicos de amostras de plasma de ratos HS e controle. . 54 

Tabela 3. Resultados dos testes bioquímicos de amostras de urina de ratos HS e controle. .... 56 

Tabela 4. Análise morfométrica dos parâmetros renais e cardíacos em ratos HS e controle. .. 57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

XVIII 
 

Sumário 

1. Introdução ....................................................................................................................... 20 

2. Revisão da literatura ........................................................................................................ 23 

2.1. Consumo de sódio ............................................................................................................. 24 

2.2 Hipertensão sal-sensível ..................................................................................................... 25 

2.3 Controle neural da pressão arterial ..................................................................................... 27 

Capítulo I .................................................................................................................................. 35 

3. Objetivos ......................................................................................................................... 36 

3.1 Objetivo geral .................................................................................................................. 37 

3.2 Estratégias metodológicas específicas ............................................................................ 37 

4. Metodologia .................................................................................................................... 38 

4.1  Modelo Animal .................................................................................................................. 39 

4.2 Drogas e Soluções .............................................................................................................. 40 

4.3 Coleta de urina, sangue e líquido cefalorraquidiano .......................................................... 41 

4.4 Coleta de órgãos para análises histológicas ........................................................................ 42 

4.5 Análises bioquímicas .......................................................................................................... 42 

4.6 Histologia ........................................................................................................................... 43 

4.7 Análise espectral ................................................................................................................. 44 

4.8 Canulação de artéria e veia femorais para medida de PA e injeção de drogas ............... 44 

4.9 Coleta e registro dos dados cardiovasculares .................................................................. 45 

4.10 Protocolos Experimentais ............................................................................................... 46 

4.11  Análise dos dados ............................................................................................................ 48 

4.12 Análise estatística ............................................................................................................. 48 

5. Resultados ....................................................................................................................... 49 

5.1 Dieta com alto teor de sódio provoca aumento da pressão arterial ................................. 50 

5.2 Hipertensão induzida por sobrecarga de sódio é dependente simpatoexcitação. ............ 50 

5.3 Dieta com alto teor de sódio aumenta a concentração de Na+ e K+ no LCR sem alterações 

plasmáticas. .............................................................................................................................. 54 

5.4 Dieta com alto teor de sódio não afetou a função renal e os parâmetros morfológicos. . 56 

Capítulo II ................................................................................................................................. 59 

6. Objetivos ......................................................................................................................... 60 

6.1 Objetivo geral .................................................................................................................. 61 

6.2 Estratégias metodológicas específicas ............................................................................ 61 



 

XIX 
 

7. Metodologia .................................................................................................................... 62 

7.1 Modelo Animal ............................................................................................................... 63 

7.2 Drogas e Soluções ........................................................................................................... 63 

7.3 Procedimento Cirúrgico .................................................................................................. 64 

7.4 Coleta e registro dos dados ............................................................................................. 66 

7.5 Protocolos Experimentais ............................................................................................... 67 

7.6 Análise dos dados ............................................................................................................ 69 

7.7 Análise estatística ............................................................................................................ 69 

8. Resultados ....................................................................................................................... 70 

8.1 Dieta com alto teor de sódio induz menor resposta pressora e menor volume urinário a 

infusão de salina hipertônica em animais acordados. ............................................................... 71 

8.2 Dieta com alto teor de sódio promove simpatoinibição do leito vascular lombar em 

resposta a infusão de salina hipertônica periférica. .................................................................. 76 

Capítulo III ............................................................................................................................... 78 

9. Objetivos ......................................................................................................................... 79 

9.1 Objetivo geral .................................................................................................................. 80 

9.2 Estratégias metodológicas específicas ............................................................................ 80 

10. Metodologia .................................................................................................................... 81 

10.1 Modelo Animal ............................................................................................................... 82 

10.2 Drogas e Soluções ........................................................................................................... 82 

10.3 Procedimento Cirúrgico .................................................................................................. 83 

10.4 Coleta e registro dos dados ............................................................................................. 85 

10.5 Protocolos Experimentais ............................................................................................... 86 

10.6 Análise dos dados ............................................................................................................ 88 

10.7 Análise estatística ............................................................................................................ 89 

11. Resultados ....................................................................................................................... 90 

11.1 Angiotensina II microinjetada no OVLT provoca aumento de pressão arterial média e 

promove alterações seletivas na atividade nervosa simpática. ................................................. 91 

11.2 Doses de angiotensina II microinjetadas no OVLT em intervalos de 45 minutos não 

provocam efeito de taquifilaxia. ............................................................................................... 94 

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

nervosa simpática são dependentes da sinalização via do PVN. .............................................. 95 

12. Discussão ........................................................................................................................ 99 



 

XX 
 

13. Conclusão ...................................................................................................................... 110 

14. Bibliografia ................................................................................................................... 113 

15. Anexos .......................................................................................................................... 128 

15.1 Certificados de aprovação no Comitê de Ética em Uso Animal. .................................. 129 

15.2 Produção científica vinculada a tese ............................................................................. 131 

15.3 Produção científica não vinculada a tese ...................................................................... 132 



 

20 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução 
 



 

21 
 

A hipertensão arterial (HA) é uma patologia caracterizada pela elevação crônica e 

sustentada da pressão arterial e tem sido identificada como uma das doenças com alta 

morbidade e mortalidade e que mais afetam a saúde e a qualidade de vida humana atualmente 

(Whelton et al., 2018). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as doenças 

cardiovasculares são responsáveis por 17 milhões de mortes a cada ano no mundo inteiro, sendo 

9,4 milhões por complicações da hipertensão arterial. Na década de 80, cerca de 600 milhões 

de pessoas foram diagnosticadas com a doença e em 2013, estimou-se que esse número 

ultrapasse 1.4 bilhões de pessoas. Parte do aumento é devido ao envelhecimento da população, 

contudo a prevalência de HA em adultos jovens com ≥25 anos aumentou 40% na última década, 

(W.H.O., 2013; Mills et al., 2016) trazendo a hipertensão arterial ao patamar de problema 

generalizado de saúde pública.  

No Brasil, o número de pessoas que foram diagnosticadas com HA cresceu 14,2% nos 

últimos 10 anos, passando de 22,5% em 2006 para 25,7% da população em 2016, com 

significativo aumento de 4% na faixa etária <18 anos na última década (Brasil, 2017). Tal 

crescimento onera o Estado em R$ 1,08 bilhões de reais por ano, valores estes gastos em 

medicamentos e internações. Isso faz com que o governo e as organizações Pan-Americana e 

Mundial de saúde se mobilizem para o desenvolvimento de políticas públicas de prevenção da 

HA, como a redução do tabagismo e alcoolismo, a prática de atividades físicas e combate ao 

sedentarismo, a regulamentação da rotulagem nutricional de alimentos, incluindo alimentos 

destinados ao público infantil e, principalmente, a promoção da alimentação saudável, com 

redução na ingestão de sódio (W.H.O., 2012; Brasil, 2017). 

Vários fatores são elencados entre os responsáveis pela elevação crônica da pressão 

arterial.  Dentre eles, os hábitos alimentares, em especial a adição de sal (NaCl) aos alimentos, 

parece desempenhar um papel relevante para o desenvolvimento da HA. Apesar de ter sido 

proposta por médicos chineses há cerca de 4.500 anos atrás, a correlação entre ingestão de 

quantidades elevadas de sódio na dieta e a HA fora formalmente estabelecida há 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 após trabalho de Kempner 

em 1948 (Kempner, 1948) apud (Dahl, 1972). Desde então, este tema vem sendo objeto de 

inúmeros estudos que visam estabelecer os parâmetros de segurança para ingestão diária de 

sódio, os efeitos da ingestão de quantidades elevadas deste mineral em nossa fisiologia em 
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diferentes estágios da vida e, principalmente, por quais mecanismos biológicos o excesso de 

sódio ingerido afeta o controle da pressão arterial a longo prazo. 

Diversos estudos têm mostrado que dieta com sobrecarga moderada de sódio (0,9% Na+, 

aprox. 2% NaCl), de forma isolada, não é capaz de induzir hipertensão arterial em ratos adultos. 

Contudo, quando essa sobrecarga de sódio é combinada a cofatores como, por exemplo, 

angiotensina II (Ang II), ratos apresentam hipertensão arterial (King et al., 2007; Osborn et al., 

2012a; Collister et al., 2013). A despeito dos grandes avanços no entendimento de como o sódio 

afeta o controle da pressão arterial, os modelos experimentais existentes apresentam alguns 

limitantes para sua extrapolação e aplicação ao de que, de fato, ocorre em humanos. Um dos 

modelos mais comumente utilizados, o de hipertensão angiotensina II-sal dependente requer 

infusão crônica de angiotensina II, o que não tem paralelo com a hipertensão sódio-dependente 

em humanos(Osborn et al., 2007; Osborn et al., 2011).  

Nesse sentido, buscamos aqui caracterizar e estudar um modelo de hipertensão 

desencadeado por quantidade de sódio (e apenas por sódio) na dieta, equivalentes àquelas 

ingeridas por humanos diariamente, tomando-se como base o recomendado (W.H.O., 2012). 

Sabemos que mecanismos neurogênicos têm sido associados ao desenvolvimento e manutenção 

dessa hipertensão, envolvendo regiões hipotalâmicas e bulbares, contudo, as causas de 

disfunções nas vias centrais que ativam estes mecanismos ainda não são bem conhecidas 

(Leenen et al., 2002; Guyenet, 2006b; Carmichael e Wainford, 2015). Dados sugerem que 

nesses modelos o aumento na concentração de sódio no líquido cefalorraquidiano (LCR) ativa 

regiões centrais especificas, que funcionam como “sensores de sódio” e precedem estímulos 

para o aumento de pressão, corroborando com o quadro de hipertensão arterial (Wang e Leenen, 

2002; Huang et al., 2004). 

 Dessa forma no decorrer desse trabalho vamos abordar os efeitos da sobrecarga crônica 

de sódio na dieta (modelo HS12W) sobre os padrões cardiovasculares, concentrações iônicas 

no LCR e plasma. Além disso, avaliaremos como pressão arterial e atividade simpática lombar 

respondem a estímulos osmóticos agudos, com à infusão intravenosa da salina hipertônica e 

sorbitol no modelo HS12W. Por fim, avaliaremos, em animais normotensos, a participação de 

estruturas hipotalâmicas como o órgão vascular da lâmina terminal e núcleo paraventricular do 

hipotálamo (OVLT e PVN, respectivamente) em resposta a NaCl e Ang II na modulação da 

pressão arterial e atividade simpática. 
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2.1. Consumo de sódio  

 

A ingestão padronizada recomendada pela Organização Pan Americana de Saúde 

(OPAS) ei a OMS é de no máximo 5g de cloreto de sódio por dia para adultos, o que corresponde 

a uma ingestão diária de 2000mg de sódio (Na+). Diversos estudos demonstraram que a média 

da ingestão diária de sódio pela população humana adulta está cerca de 2 vezes o recomendado 

pela OMS e um grande número de pessoas ingerem mais de 3 vezes o recomendado. Para estes 

últimos, já se observa um quadro de HA estabelecido, constituindo-se, assim, um problema de 

saúde pública urgente e de grandes proporções (W.H.O., 2012). 

O sódio, encontrado na forma de cloreto de sódio, popularmente conhecido como “sal 

comum” ou “sal de cozinha” é um mineral essencial ao funcionamento do organismo. Ele 

participa do controle do volume e osmolaridade extracelulares, da condução de impulsos 

nervosos, do controle da contração muscular, do transporte transmembranar dentre outros 

(Berne et al., 2004; De Luca et al., 2014). Por seu papel no controle do volume e 

composição/osmolaridade extracelulares, o sódio também é um elemento importante no 

controle do volume circulante e mecanismos de osmorregulação, influenciando de forma direta 

e indireta a pressão arterial sistêmica do indivíduo. (Bourque, Charles W., 2008; De Luca et al., 

2014; Noda e Hiyama, 2014). 

Uma dieta básica com a ingestão de alimentos in natura já supre o organismo de 

quantidades adequadas desse mineral (Mahan e Escott-Stump, 2010). Do ponto de vista 

evolutivo, a ingestão de sódio foi estimada em muito baixa (1g/dia) em culturas primitivas e 

permaneceu assim por milhares de anos. Estima-se que há alguns milênio atrás, os países 

ocidentais experimentaram um aumento na ingestão diária de sal para cerca 5g/dia, atingindo 

seu pico de ingestão no século 19, quando o consumo diário médio de sal chegou a 9-12g/dia  

(Ha, 2014). A justificativa para esse aumento se baseou na principal técnica para conservação 

de alimentos à época, que consistia em salgar alimentos com alto teor de água (peixes, carnes, 

etc.). Com o advento do refrigerador no final do século 19 e sua grande difusão até meados do 

século 20, o consumo de sal reduziu um pouco. Contudo, a partir da segunda metade do século 

20 e início do século 21, o aumento no consumo de alimentos industrializados (que utilizam o 

sódio em larga escala como realçador de sabor e conservante), fez o consumo diário 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 última pesquisa de orçamentos familiares realizada no Brasil (POF 2008-2009), 

através da aplicação de questionários 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 Estatística, 2011). Em um estudo mais preciso da ingestão 

de sódio, baseado na excreção de sódio na urina em 24 horas, um estudo realizado no Brasil 

mostrou que a ingestão média de sal em uma população de Vitoria/ES é estimada em 10g/dia. 

Nesse trabalho, um número significativo de indivíduos ingere mais de 15g de sal por dia, três 

vezes o recomendado pela OMS e que é ainda cerca de 10 vezes aquilo que nossos ancestrais 

ingeriam durante um grande período de nossa evolução (cerca de 1 g/dia). Este consumo 

elevado de sódio mostrou-se associado com a elevação da pressão arterial sistólica (PAS) nestes 

indivíduos (Rodrigues e Júnior, 2015). Em outro estudo, Sarno e cols. estimaram que a ingestão 

de sódio está acima do recomendado em todas as macrorregiões e classes de renda brasileiras, 

o que se atribui a redução da alimentação in natura diária e o aumento dos alimentos 

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

Vários autores questionam a efetividade de normativas para redução da quantidade de 

sódio adicionado a alimentos argumentando que, por vezes, oferecer uma dieta “insonse” a 

indivíduos com paladar adaptado ao consumo de grande quantidade de NaCl não alcança bons 

resultados por problemas de adesão à dieta (Bertino et al., 1986; Liem et al., 2011). Assim, 

torna-se necessário desenvolver estratégias terapêuticas que possam minimizar o problema. 

Para isso, precisamos expandir nosso entendimento de como a ingestão de quantidades elevadas 

de sódio afetam a homeostasia do indivíduo. 

 

2.2 Hipertensão sal-sensível 

  

Na tentativa de melhor entender os mecanismos fisiológicos e patofisiológicos 

envolvidos na hipertensão sal-sensível (HSS), a comunidade científica busca de forma 

exaustiva um modelo experimental que possa melhor caracterizar a HA que acomete os 

humanos, para preencher o hiato existente entre a ciência básica e a aplicação prática do 

conhecimento no tratamento dessa patologia.  

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

de hipertensão 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 cardíaca, com um aumento da 

resistência periférica total e débito cardíaco reduzido (Okamoto e Aoki, 1963; Trippodo e 

Frohlich, 1981). Já os animais Dahl, são separados por duas cepas, os não-hipertensos, 

denominados Dahl sal-resistentes e os Dahl sal-sensíveis, que desenvolvem hipertensão quando 

expostos a dietas com 8% NaCl, induzida pelo aumento da permeabilidade da membrana celular 

e dificuldade renal de excreção de Na+ (Dahl et al., 1962). 

Para induzir a hipertensão, uma das estratégias mais comuns utilizadas é a privação 

hídrica ou a substituição da água de beber por salina, causando desequilíbrio hidroeletrolítico e 

aumentando a osmolaridade plasmática (Moreira, M. C. et al., 2014; Ribeiro, Natalia et al., 

2015). Outra abordagem experimental realizada é a exposição de animais a níveis muito 

elevados de sódio, figurando entre 4 a 16 vezes o recomendado, promovendo grandes mudanças 

bioquímicas e fisiológicas que predispõem não somente a hipertensão como a comorbidades 

associadas (Zhang et al., 2015; Dornas et al., 2017), resistência à insulina (Ogihara et al., 2001), 

anormalidades histológicas e perda de função renal, além do aumento da proteinúria e 

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

Nos últimos anos, vários estudos se concentraram no modelo denominado Ang II-sal 

dependente. Como controle experimental do modelo, parte dos animais é submetido apenas à 

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 sódio na dieta (2% de NaCl) com livre acesso 

a água não é capaz de induzir aumentos significativos na pressão arterial em ratos adultos. 

Contudo, quando combinada com infusão crônica de angiotensina II (Ang II), esta ingestão 

moderada de sódio é capaz de produzir aumentos significativos na pressão 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 simpática (SNA) eferente (King e 

Fink, 2006; King et al., 2007), demonstrando a importância do sistema nervoso central para o 

desenvolvimento da hipertensão neste modelo dependente de sódio. 

Estudos que utilizam modelos animais experimentais, bem como em seres humanos, 

levaram a duas principais teorias sobre os mecanismos primários que causam hipertensão 

dependente do sal. A primeira, de retenção de sódio e água nos fluidos extracelulares, 

associadas às alterações no volume sanguíneo, seguindo a teoria de Guyton. A segunda, de 

mecanismos neurogênicos, sugere que o aumento permanente da pressão arterial é 
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consequência de uma disfunção neural que levaria a respostas simpatoexcitatórias em diferentes 

leitos e provocaria aumento da PA. 

As alterações do organismo frente a mudanças na ingestão de sódio tem um padrão 

heterogêneo, ou seja, as respostas variam de acordo com cada indivíduo, o que caracteriza a 

sensibilidade ao sal. Apesar de não ter uma definição universal padronizada, a HSS  é sempre 

referida como “um aumento no estado estável da pressão arterial média em decorrência de um 

aumento sustentado na ingestão de sódio”.  Na década de 1970-80 acreditava-se que a HSS era 

derivada de uma disfunção renal primária. Nesse modelo, a ingestão elevada de sódio 

provocaria retenção de água e aumento de volume circulante, elevando a pressão 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 e descobertas. Logo, este modelo passou a desafiar a visão cardiocêntrica 

do controle cardiovascular ao fortalecer a relação entre regulação do volume do fluido 

extracelular e variações na PA. Dessa forma, a função de controle a longo prazo da pressão 

arterial foi atribuída ao equilíbrio entre a entrada de fluidos pelo trato gastrointestinal e a saída 

pela eliminação de água e sal na urina pelos rins (Guyton et al., 1972a). Em seu último trabalho, 

datado de 1992 é reforçado o conceito de que o sistema de pressão por natriurese é o regulador 

da PA a longo prazo e do equilíbrio de sódio no organismo (Guyton, 1992). Os trabalhos de 

Guyton foram muito úteis para a comunidade cientifica e bastante esclarecedores sobre o 

controle do equilíbrio hidroeletrolítico e sua relação com a pressão. Contudo, eles não incluem 

a importância fundamental da participação neural no controle a longo prazo da PA. 

 

2.3 Controle neural da pressão arterial  

 

O sistema nervoso central tem importante papel no controle da PA e de todo o sistema 

cardiovascular, por meio da modulação autonômica dos dois principais elementos 

determinantes da pressão arterial: o débito cardíaco (DC) e a resistência periférica total (RPT). 

Estes dois elementos são regulados pelo sistema nervoso autonômico simpático (SNS) e 

parassimpático (SNP). O SNS controla a resistência periférica total e as propriedades 

inotrópicas e, em menor extensão, cronotrópicas do coração. Já o SNP tem influência dominante 

sobre as propriedades cronotrópicas do coração, tendo papel dominante nos ajustes do débito 
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cardíaco pelo sistema nervoso autônomo (Berne et al., 2004). Tanto a atividade eferente 

simpática quanto a atividade eferente parassimpática são determinadas por uma rede neuronal 

bastante intrincada que envolve circuitos neuronais hipotalâmicos e bulbares. Compõem estes 

circuitos o núcleo do trato solitário (NTS) (Guyenet, 2006a), as áreas específicas descritas por 

Guertzenstein como participantes do controle cardiovascular, áreas ventrais do bulbo, rostral 

(RVLM) e caudal (CVLM) (Guertzenstein, 1973; Guertzenstein e Silver, 1974; Guertzenstein 

e Lopes, 1984) e o hipotálamo (De Wardener, 2001; Carmichael e Wainford, 2015). 

O NTS constitui uma região com grupos heterogêneos de neurônios e pode ser dividido 

em NTS rostral, NTS intermediário, principal região de entrada de aferências barorreceptoras e 

NTS commissural, principal região de entrada das aferências quimiorreceptoras. O NTS é 

também um importante centro integrador do controle cardiovascular e primeira “estação 

sináptica” dos sinais provenientes da periferia (Haberich, 1967; Colombari et al., 2001). Na HA 

que é definida como neurogênica, a provável causa da patologia é uma disfunção no controle 

autonômico, ao invés de alterações renais ou vasculares (Reis e Talman, 1984; Guyenet, 

2006b). Essa alteração pode se originar na maquinaria central ou nas aferências barorreceptoras,  

responsáveis pelo controle da PA momento a momento, com redução no controle barorreflexo 

da atividade nervosa simpática (Irigoyen e Krieger, 1998; Guyenet, 2006a) e aferências dos 

quimiorreceptores, com ativação dos quimiorreceptores periféricos, provocando uma excitação 

constante do SNS (Franchini e Krieger, 1992; Trzebski, 1992; Guyenet, 2000).  

Assim, as informações que chegam ao NTS são processadas e retransmitidas para 

regiões bulbares que controlam o balanço autonômico, dentre elas as áreas ventrais do bulbo 

(Loewy, 1990; Ciriello et al., 1994; Colombari et al., 2001). Na HA neurogênica ocorre a 

hiperatividade simpática, regulada em grande parte pelos neurônios pré-motores simpáticos 

localizados no RVLM, que enviam projeções aos neurônios pré-ganglionares simpáticos na 

coluna intermediolateral, direcionando o fluxo simpático para os vasos sanguíneos e para o 

coração (Adams et al., 2009; Stocker et al., 2015a). Já os neurônios simpáticos pós-

ganglionares regulam a contração das arteríolas, aumentando a resistência periférica. 

Participam também no controle do débito cardíaco, com aumento da força de contração 

miocárdica e por meio da constrição das veias modulam o volume sanguíneo (Guyenet et al., 

1989; Colombari et al., 2001; Dampney et al., 2002). Essa ativação constante do RVLM eleva 

a PA por aumento do DC e da RPT, além de aumentar a liberação substancias vasoativas, como 

catecolaminas, indicando que esse circuito é o principal gerador do tônus vasomotor simpático 
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exacerbado que está presente na hipertensão sal–dependente (Colombari et al., 2001; Guyenet, 

2006a). 

 A atividade simpática é mantida e modulada pela ação de regiões cerebrais bulbares e 

também pelas prosencéfalicas, que são suscetíveis a alterações na neurotransmissão por alto 

consumo de sal  (Osborn et al., 2012b; Osborn et al., 2014; Simmonds et al., 2014).  Porém, os 

mecanismos pelos quais essas regiões são estimuladas pelo sódio ingerido ainda permanecem 

obscuros. Na região hipotalâmica, o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) atua 

coordenando e integrando a transdução de sinal em resposta a estímulos centrais e periféricos, 

neuroendócrinos e autônomos, participando da rede neural que regula o controle central da 

pressão arterial (Stocker et al., 2004; Stocker et al., 2005; Guyenet, 2006b). Achados 

demonstram que uma subpopulação de neurônios do PVN firma projeções com neurônios pré-

motores simpáticos localizados no RVLM e diretamente com neurônios ganglionares 

simpáticos 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 modulação simpática e controle da PA, respondendo com aumento da 

SNA e PA, em resposta a estimulação química (Kenney et al., 2001), e a alterações na 

osmolaridade plasmática (Toney et al., 2003a).  Em contrapartida, a inibição do PVN com 

agonista do recebptor GABAA, (Antunes et al., 2006b) ou o bloqueio dos receptores AT1 da 

Ang II (Chen e Toney, 2001) atenuam significativamente a SNA, mesmo com um aumento 

agudo na osmolaridade plasmática. O PVN, como centro integrador, também recebe projeções 

de numerosas regiões hipotalâmicas que estão relacionadas com a homeostase de fluidos 

corporais, metabolismo e respostas imunes (Dampney et al., 2002; Benarroch, 2005), como por 

exemplo os órgãos circunventriculares (OCVs).  

Os OCVs são estruturas especializadas localizadas próximas as paredes dos ventrículos 

cerebrais, que por possuírem seus capilares fenestrados, apresentam formação incompleta da 

barreira hematoencefálica, permitindo um tráfego livre de moléculas e íons do plasma para o 

fluido extracelular tornando seus neurônios expostos ao ambiente químico semelhante a 

circulação sanguínea (Johnson e Gross, 1993; De Luca Junior, 2013). Eles conseguem detectar 

e monitorar estímulos ambientais a partir de níveis de glicose, cálcio, aminoácidos, fatores 

humorais, como Ang II, vasopressina, insulina, aldosterona, além de cloreto de sódio e 

osmolaridade, diferente de outras regiões do sistema nervoso central não conseguem (Mckinley, 

Mcallen, et al., 2003; Bourque, C. W., 2008; De Luca Junior, 2013; Noda e Hiyama, 2015), 

permitindo ao cérebro responder a estas alterações por vias neurais ou endócrinas, já que 
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possuem receptores para diversos hormônios como Ang II, , entre outros. Os OCVs mais 

estudados estão localizados na lâmina terminal (LT), que constitui a parede anterior do terceiro 

ventrículo, e são o órgão subfornical (SFO) e o órgão vascular da lâmina 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 o OVLT na extremidade ventral. Além 

de estarem conectados entre si (Mckinley et al., 2001), esses dois órgãos também enviam fibras 

eferentes tanto para as regiões magnocelular como para a região parvocelular do PVN. O SFO 

tem sido descrito como importante região no controle do balanço hidrieletrolítico, mediando a 

ingestão de água e NaCl (Roncari et al., 2014), sendo referido nos trabalhos mais atuais como 

locus primário de identificação do nível de Na+ no cérebro. Por ser rico em canais Nax, 

desempenha papel crítico na detecção do mineral (Noda e Hiyama, 2015; Hiyama e Noda, 

2016). Em resposta a Ang II expressa a proteina c-fos (Mckinley et al., 1992), induz a ingestão 

de água (Simpson et al., 1978) e aumenta a pressão arterial (Mangiapane e Simpson, 1980). 

Quando é estimulado, elétrica ou quimicamente, o SFO secreta vasopressina (Ferguson e 

Kasting, 1986) e aumenta o tônus simpático (Ciriello e Gutman, 1991).  

O OVLT, menos estudado dos órgãos circunventriculares sensoriais, se localiza na 

região anteroventral do terceiro ventrículo (AV3V), ventral a comissura anterior e está ligado 

ao quiasma óptico por uma fina fatia de tecido conjuntivo. Foi identificado como o conjunto 

principal de osmorreceptores centrais, que possuem neurônios que se ativam em resposta a 

estímulos hiperosmóticos (Prager-Khoutorsky e Bourque, 2015; Kinsman, Simmonds, et al., 

2017), aumentando a expressão de neurônios fos-positivos (Oldfield et al., 1994).  Os neurônios 

do OVLT possuem osmossensibilidade intrínseca (Ciura e Bourque, 2006; Kinsman, 

Simmonds, et al., 2017), o que contribui para a participação desses neurônios na regulação da 

sede (Stricker e Sved, 2002; Mckinley et al., 2004) e na secreção de vasopressina (Mckinley et 

al., 2004).  

Sabe-se que a solução hipertônica de NaCl aumenta a frequência de descarga de 

neurônios no OVLT, além de produzir aumentos concentração-dependente na PA, SNA lombar 

e adrenal. (Kinsman, Simmonds, et al., 2017). Apesar de os neurônios OVLT detectarem 

alterações tanto no teor de sódio circulante como na osmolaridade, até recentemente não se 

sabia se esses mesmos neurônios respondiam maneira diferente a soluções hiperosmolares, a 

base de sódio ou não. Kinsman e cols, observaram diferenças na magnitude de resposta à 

solução hipertônica de cloreto de sódio e manitol, indicando que possivelmente existem 

populações distintas de neurônios do OVLT que produzem tal resposta (Kinsman, Browning, 
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et al., 2017) e que eventualmente dentro do mesmo órgão existem processos celulares distintos 

que controlem sede, secreção de vasopressina e atividade simpática, por exemplo. 

Corroborando com os dados de que o OVLT participa na no controle da pressão arterial em 

modelos de HSS, experimentos demonstraram que a lesão do órgão não reduz a PA em animais 

normotensos, contudo abole o efeito pressor da Ang II em ratos que consomem sal (Collister et 

al., 2013) e que a lesão na região AV3V previne o efeito pressor da infusão de solução de salina 

hipertônica (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 sódio é mediado 

pelo OVLT e requer a participação de canais Nax, pois, a carga salina não produz o mesmo 

efeito em animais knockout para este canal (Nomura et al., 2019), contudo desafiando a visão 

que se tinha até então de que a osmossensibilidade dos neurônios não seja uma característica 

intrínseca do OVLT e sim em decorrência de um processo parácrino (Guyenet, 2019). Eles 

demonstraram também que os neurônios do OVLT são glutamatérgicos, e que suas projeções 

alcançam a região parvocelular do PVN (Nomura et al., 2019), reforçando a existência da via 

polisináptica OVLT-PVN-RVLM como já demonstrado anteriormente (Stocker et al., 2004; 

Stocker et al., 2015a).  

Dessa forma, estudos realizados ao longo das últimas décadas trouxeram vários 

elementos de prova que sustentam a hipótese de que a hipertensão dependente do sal se inicia 

por mecanismos neurogênicos. O modelo de origem neurogênica da hipertensão defende que a 

incapacidade dos rins em administrar e regular adequadamente o volume circulante de sangue 

não é a causa primária da hipertensão. Isso sugere que o C-G model é incompleto (Averina et 

al., 2014). Apesar de não descartar completamente a participação do sistema nervoso central 

no controle a longo prazo da PA, o C-G model apresenta a função de controle da PA pelo 

sistema nervoso central de forma bastante rudimentar, sendo responsável apenas por controles 

básicos de reflexos cardiovasculares, como o barorreflexo e o quimiorreflexo ou, em segundo 

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

 Hoje se sabe que o sistema nervoso simpático é capaz de gerar padrões de resposta muito 

regulares a uma série de estímulos estressantes ao organismo, que aumentam a atividade 

simpática para o coração, rins, leito lombar e esplâncnico e músculo esquelético, direcionando 

o fluxo sanguíneo para onde for necessário nessas condições (Guyenet, 2006a; King et al., 

2007). Evidências experimentais também demonstraram que não há relação exclusiva entre o 

aumento do volume de sangue circulante e a gênese da hipertensão (King e Fink, 2006) e que 

apenas a desnervação renal não causa redução dos níveis pressóricos de animais Ang II-sal 
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dependentes (King et al., 2007). Ao contrário do que se pensava, o excesso de sódio reduz 

brevemente a atividade simpática renal (Yoshimoto et al., 2010; Pedrino et al., 2012; Kinsman, 

Simmonds, et al., 2017). Mais ainda, Osborn e cols. e King & Fink demonstraram que a 

ganglionectomia celíaca (King et al., 2007) e o bloqueio farmacológico ganglionar por injeção 

endovenosa de hexametônio (King e Fink, 2006) previnem o aumento de pressão arterial no 

modelo AngII-sal, sugerindo fortemente uma origem neurogênica, e não renal, da hipertensão 

arterial por excesso de sódio na dieta. 

Sabe-se que o aumento de sódio circulante por protocolos como infusão de salina 

hipertônica, privação hídrica e substituição de água de beber por salina, por exemplo, pode 

provocar hiperosmolaridade plasmática, ativando o sistema nervoso autônomo 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 observação, diversos trabalhos 

corroboram esta hipótese, como os de Antunes e cols., que observaram que a administração 

prévia de antagonista alfa adrenérgico atenua a resposta pressora a infusão de salina hipertônica 

(SH) (Antunes et al., 2006a), os de Brooks e cols. e Weiss e cols. que observaram, por método 

direto, além do aumento da PAM pela infusão de SH, aumento da atividade nervosa simpática 

lombar (Weiss et al., 1996a; Brooks, Virginia L. et al., 2004) e redução da atividade nervosa 

simpática renal (Weiss et al., 1996a) e os de Toney e cols., que observaram que infusão 

intracarotídia de SH aumenta o padrão de disparos dos neurônios parvocelulares do PVN para 

o RVLM (Toney et al., 2003b) evidenciando, em todos os casos, que o aumento agudo na 

concentração extracelular de sódio pode modular a atividade simpática de forma a produzir 

aumento de pressão arterial. 

Em protocolos bem específicos como os supracitados, que induzem alterações no 

conteúdo de sódio no plasma e osmolaridade a correlação com o aumento da PA e tônus 

simpático já está bem estabelecida. Contudo, nos experimentos onde essas alterações 

plasmáticas estão ausentes e ainda sim permanece o aumento da PA (Huang e Veerasingham, 

1998), qual seria a origem do estímulo que provocaria a elevação dos níveis pressóricos? As 

mudanças no conteúdo de sódio circulante, em função ou não da ingestão, são reconhecidas no 

organismo por estruturas denominadas osmorreceptores, que detectam alterações na 

osmolaridade do plasma e líquido cefalorraquidiano (LCR). Postula-se que os osmorreceptores 

centrais se localizam nos CVOs e que suas projeções ativem regiões prosencefálicas e bulbares, 

integrando mecanismos de controle da osmolaridade e balanço hidroeletrolítico (Toney et al., 
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2003b; Bourque, Charles W., 2008). Perifericamente os osmorreceptores se localizam no 

sistema porta-hepático (Haberich, 1967) e convertem o estímulo produzido pelo aumento nos 

níveis de solutos extracelulares em atividade nervosa simpática para regiões bulbares, fazendo 

sinapse no NTS e modulando a atividade autonômica (Bourque, Charles W., 2008; Noda e 

Hiyama, 2014).  

Diante disso, estudos recentes vem relatando a ligação entre o aumento de sódio no LCR 

e o aumento do tônus simpático com consequente aumento da PA (Noda e Hiyama, 2014; 

Stocker et al., 2015b). O LCR é o líquido produzido pelo plexo coroide e preenche os 

ventrículos cerebrais, o espaço subaracnóideo e o canal espinhal. Possui a importante função 

de levar nutrientes ao sistema nervoso, drenar produtos indesejáveis do metabolismo, além de 

funcionar como via de comunicação parácrina e endócrina entre núcleos do cérebro (Brown et 

al., 2004a). Em situações de homeostasia, a composição do LCR é ligeiramente diferente da do 

plasma, com baixa concentração de proteína, concentração de sódio parecida com a do plasma 

e com concentração de potássio reduzida (em relação ao plasma). A concentração de seus íons 

é minunciosamente regulada pelo plexo coroide para manter a integridade estrutural e funcional 

do cérebro (Jones e Keep, 1987). Aparentemente, o controle rígido das concentrações de sódio 

e potássio no LCR é importante para o funcionamento de circuitos que controlam a atividade 

simpática. Estudos realizados por Leenen e cols. mostraram que a infusão crônica de LCR rico 

em sódio nos ventrículos laterais de ratos Wistar normotensos é capaz de induzir aumento da 

pressão arterial por aumento da atividade simpática eferente (Huang e Veerasingham, 1998). 

A elevação dos níveis de sódio no LCR também fora comprovada em ensaios onde ratos 

das linhagens Dahl-S e SHR que se alimentaram com dietas contendo altos teores de sódio (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 ingestão de dietas contendo 18g de sódio por dia 

na forma de NaCl também foi capaz de fazer aumentar a concentração de sódio no LCR e 

pressão arterial dos indivíduos ditos sal-sensíveis pelo estudo (Kawano, Yoshida e Kawamura, 

1992) levantando a hipótese de que o aumento na concentração de sódio no LCR pode ser um 

elemento-chave para produzir hipertensão arterial via aumento de atividade simpática.  

Cada modelo trabalhado na correlação de sal com a hipertensão tem seus pontos fortes 

e fracos. Apesar de muito úteis na compreensão e elucidação de vias e mecanismos da 

hipertensão sódio-dependente, uma característica comum a todos eles é que para se obter 

hipertensão arterial sustentada, condições muito estritas têm que ser estabelecidas. Isto distancia 
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a realidade fisiopatológica destes modelos da realidade observada na hipertensão sódio-

dependente em humanos. 

Dessa forma, surge a necessidade de estabelecer se o sistema nervoso central, via 

sistema nervoso simpático, teria papel fundamental na gênese e manutenção da HA em um 

modelo de hipertensão arterial induzida exclusivamente por adição de quantidade moderadas 

de sódio na dieta, equivalentes àquelas observadas na alimentação humana atualmente. Nossa 

hipótese foi de que essa dieta produziria aumento da atividade simpática periférica, responsável 

pelo aumento de pressão arterial nestes animais e de que alterações na concentração de sódio 

nos fluidos extracelulares poderia ser a causa primária do aumento da pressão arterial via 

mecanismos centrais.  
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Capítulo I 

 

Nesse capítulo será abordado a caracterização inicial do modelo HS12W quanto a pressão 

arterial, frequência cardíaca, padrões bioquímicos e histológicos. 
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3. Objetivos 
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3.1 Objetivo geral 

 

Investigar os mecanismos envolvidos na hipertensão arterial induzida exclusivamente por 

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

 

3.2 Estratégias metodológicas específicas 

 

✓ Avaliar as alterações nos níveis de pressão arterial de ratos HS12W; 

✓  Avaliar a participação do tônus simpático na hipertensão de ratos HS12W por meio de 

técnica farmacológica (injeção endovenosa de hexametônio)  

✓ Avaliar a alterações bioquímicas no plasma, urina e LCR decorrentes da sobrecarga de 

sódio na dieta;  

✓ Avaliar a morfo-histologia dos rins e coração; 
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4.Metodologia 
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4.1  Modelo Animal 

 

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar recém-desmamados (21 dias de idade) e 

colocados sob dietas com níveis de sódio controlados por 12 semanas imediatamente após o 

desmame. Ao final, estes animais apresentaram massa corpórea média de 364 g. Os animais 

foram gerados e mantidos em racks ventiladas no Centro de Ciência Animal da UFOP, com 25 

trocas/hora de ar, ração e água (de torneira) ad libitum, ciclo claro-escuro de 12h e temperatura 

média de 24±1°C, até a realização dos procedimentos experimentais. Todos os procedimentos 

foram realizados de acordo com a Lei Arouca (Lei 11.794) e com aprovação prévia da Comissão 

de Ética em Uso Animal da Universidade Federal de Ouro Preto, sob protocolo nº 2015/18 e 

2016/13.  

No acasalamento, duas fêmeas virgens e um macho, todos com três meses de idade, 

foram colocados em gaiolas de acrílico (Alesco®) de 47 x 33 x 15 cm. Após cinco dias de 

acasalamento, os machos foram retirados e as fêmeas realocadas em gaiolas individuais durante 

o período de aproximadamente 21-25 (gestação), onde receberam dieta comercial Nuvilab® 

contendo 0,27% de Na+ e água filtrada ad libitum.  

No segundo dia após o nascimento, foi feita a sexagem dos filhotes e as ninhadas foram 

manipuladas de maneira a manter um máximo oito filhotes por mãe. Os filhotes remanescentes 

foram eutanasiados. As progenitoras continuaram recebendo ração comercial Nuvilab® 

contendo 0,27% de Na+ e água ad libitum e os filhotes foram amamentados por mais 20 dias, 

totalizando 21 dias. 

Findado o período de amamentação, os filhotes foram divididos aleatoriamente em 

quatro grupos: um grupo recebeu dieta com sobrecarga de sódio (0,9% Na+) por 12 semanas 

após 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 sódio (0,9% Na+) por 12 semanas após o 

desmame e, na sequência, dieta controle por mais três 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 Laboratório de Fisiologia Endócrina e Cardiovascular, pela adição de NaCl à ração 

comercial de forma a se obter uma ração com conteúdo final de Na+ de 0,9% (adicionando-lhe 

0,63% Na+). Para esse fim, a ração comercial foi moída, de forma a facilitar a incorporação do 
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cloreto de sódio previamente micronizado. Para equiparar as condições físicas das dietas 

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

 

 

4.2 Drogas e Soluções 

 

Veículo: PBS (Salina tamponada com fosfato) 

A solução foi preparada diluindo utilizando os sais NaCl, Na2HPO4.H2O e 

NaH2PO4.H2O P.A. (Sigma-Aldrich SP, Brasil) em q.s.p. 1000 mL de água ultrapurificada 

(Milli-Q). A solução foi ajustada em pH 7,2, transferida para o frasco Mariotte, e esterilizada 

por autoclavação durante 30 minutos e mantida à temperatura ambiente para uso.  

Drogas utilizadas nos procedimentos cirúrgicos 

...

...

Registro de PA, 
Hex, coleta FCE, 
sangue e órgãos.

12 semanas
Grupos sob dieta
Controle ou HS

Nascimento Desmame

21 dias

...

...

Registro de PA, 
Hex.

12 semanas
Grupos sob dieta
Controle ou HS

Nascimento Desmame

21 dias

3 semanas
Grupos sob dieta

Controle

Figura 1. Delineamento experimental do capítulo I. Ratos: Wistar (CCA UFOP). Dietas: Controle (Nuvilab® 

moída, contendo 0,27% de Na+) e HS (Nuvilab® moída, contendo 0,90% de Na+ - 3,3 vezes o normal). Tempo 

total de dieta: 12 ou 15 semanas. 
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Como medida profilática, utilizou-se anti-inflamatório (cetoprofeno 10%, Biofarm, SP, 

Brasil) na dose de 1mg/kg de animal, por via intramuscular e antibiótico (pentabiótico 

veterinário: Penicilina 4.800UI/kg, Estreptomicina 2mg/kg de diidroestreptomicina 2mg/kg, 

Zoetis, SP, Brasil), sendo o volume injetado de 0,1 mL por animal, por via subcutânea. 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 indução e de 1 a 3% para manutenção) por via inalatória. 

 

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

Diluiu-se a solução de heparina 5.000UI (Hemofol, Cristália Prod. Quím. Farm. Ltda.) 

em PBS ultrafiltrado para a preparação da solução final com concentração de 1000UI/mL.  A 

solução foi aliquotada em tubos Eppendorf com 0,4 mL, armazenadas a -20°C e utilizadas em 

quantidades que se fizessem necessárias. 

 

Avaliação da atividade simpática por hexametônio 

Para avaliar o bloqueio simpático, uma solução de cloreto de hexametônio (Sigma-

Aldrich SP, Brasil) foi preparada em PBS na concentração 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 líquido cefalorraquidiano 

  

Um grupo de 21 animais (Cont n=10 e HS n=11) foi alocado em gaiolas metabólicas 

(Tecnoplast®) na 12ª semana após o desmame e lá permaneceram por 48h, sendo as 24h iniciais 

para adaptação ao meio e as seguintes para medida de urina produzida, medida de volume de 

água ingerida e de ração ingerida, todas em 24 horas. Uma amostra de urina foi reservada para 

dosagens de sódio, potássio, creatinina e ureia. Após a coleta de urina, esses mesmos animais 

permaneceram em jejum por 12 horas, foram anestesiados com isoflurano 5%, 

toracotomizados, receberam 0,1mL de heparina 1000 UI/mL intravenosamente e a veia cava 

torácica foi seccionada ao lado do átrio direito. Uma amostra de 3mL de sangue foi coletada. 
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Todas as amostras foram imediatamente centrifugadas a 6035 RCF1 durante 10 min e 

armazenadas a -20˚C até as dosagens bioquímicas na urina e no plasma.  

Outro grupo de 10 animais (Cont n=5 e 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 

estereotáxico e os músculos occipitais foram gentilmente removidos para expor a membrana 

atlanto-occipital. Uma agulha 28G foi cuidadosamente inserida na cisterna magna, sem 

danificar o tecido adjascente, e um volume de aproximadamente 100 μL de LCR foi retirado 

por sucção leve. A osmolalidade foi imediatamente medida em uma fração desta amostra. Uma 

segunda parte da amostra foi congelada em nitrogênio líquido para posterior análise das 

concentrações de sódio, potássio e cloretos. Após toracotomia, os animais receberam 0,1mL de 

heparina 1000 UI/mL intravenosamente e a veia cava torácica foi seccionada ao lado do átrio 

direito. Uma amostra de 3mL de sangue foi coletada. As amostras foram imediatamente 

centrifugadas a 6035 RCF durante 10 min. Frações das amostras de plasma foram separadas e 

a osmolalidade imediatamente medida. Uma segunda parte foi congelada em nitrogênio líquido 

para posterior análise das concentrações de sódio, potássio e cloretos.  

 

4.4 Coleta de órgãos para análises histológicas  

 

Um grupo de 16 animais (Cont n=8 e HS n=8), em jejum por 12 horas, foi anestesiado 

com isoflurano 5%. O coração e os rins foram excisados e fixados em solução de formalina 

neutra 10% em tampão fosfato, até o processamento histológico do tecido.  

 

4.5 Análises bioquímicas 

As concentrações de creatinina e ureia foram medidas em amostras de urina coletadas 

ao longo de um período de 24 horas. Amostras de plasma também foram utilizadas para 

determinação das concentrações de albumina, creatinina e ureia. Os ensaios colorimétricos 

foram realizados utilizando kits comerciais (Bioclin, Quibasa Química Básica Ltda., Belo 

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

                                                 
1 RCF: sigla para o termo em inglês “relative centrifuge force” (força centrífuga relativa). 
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A creatinina foi medida pelo método Jaffe modificado (Jaffe, 1976) e a ureia foi medida por 

determinação colorimétrica de amônia, derivado da degradação enzimática da ureia. As 

concentrações de sódio e potássio nas amostras de urina, plasma e LCR foram medidas por 

fotometria de chama (MicroNal B462). A excreção de sódio, creatinina e ureia em 24 horas foi 

calculada como o produto de cada concentração de soluto pela urina de 24h. A osmolalidade 

do plasma, LCR e urina foi medida em um micro osmômetro de ponto de congelamento 

(μOsmetteTM, Precision Systems). 

 

4.6 Histologia 

 

As análises morfométricas basearam-se em técnicas descritas por Castro e cols. (Castro 

et al., 2013). Os corações e os rins foram desidratados, limpos e incluídos em parafina. O bloco 

de parafina foi cortado em secções de 4-5 μm de espessura e secções adjacentes foram coradas 

com hematoxilina/eosina para avaliação da morfologia renal geral e miocárdica e identificação 

de possíveis danos nos tecidos. Todas as medidas morfométricas foram feitas em seções de 

tecido sob microscopia de campo claro (Leica DM5000) e analisadas usando o software de 

processamento e análise de imagem Leica Qwin (Alemanha).  

Para avaliar os efeitos da dieta com alto teor de sódio no desenvolvimento do coração, 

determinou-se a espessura da parede do ventrículo esquerdo (Wt) e o diâmetro do ventrículo 

esquerdo (VE) em seções com magnificação de 1x e o grau de hipertrofia cardíaca foi calculado 

como a proporção entre espessura da parede do ventrículo esquerdo e diâmetro do lúmen do 

ventrículo esquerdo (Wt/VE). Para determinar com precisão o diâmetro do lúmen do ventrículo 

e a espessura da parede, realizamos um processamento matemático dos dados, em quatro 

passos, para avaliar esses parâmetros como se os limites da parede/lúmen fossem círculos 

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

Software de processamento e análise de imagem (Alemanha), medimos a área total (lúmen + 

parede do ventrículo esquerdo) do ventrículo esquerdo. O raio (R=√A/∏) 

foi então calculado como se fosse um círculo perfeito. Segundo passo: Usando o software, 

medimos a área do lúmen e calculamos o raio do lúmen como se fosse um círculo perfeito. 

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

RTotal – RLumen. Quarto passo: A proporção de espessura da parede do ventrículo 
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esquerdo/diâmetro do lúmen foi calculada usando a equação Raio = Wt/(2 x RLumen). As 

proporções das seções de cada animal foram calculadas em média. 

Para avaliar a extensão do dano renal imposto pela dieta com alto teor de sódio, a 

glomeruloesclerose foi avaliada contando-se o número de glomérulos escleróticos e 

expressando-o como a porcentagem dos glomérulos totais contados em uma sequência de 25 

campos e pela razão entre a área do de tufo glomerular (GTA) pela área de cápsula de Bowman 

(BCA). 

 

4.7 Análise espectral 

 

A variabilidade no domínio da frequência do intervalo sistólico (IS) foi avaliada pela 

análise espectral. As sequências de valores consecutivos de IS foram extraídas de séries 

temporais de 4.000 a 4.500 batimentos cardíacos consecutivos (aproximadamente 10 minutos 

de gravação contínua da pressão arterial pulsátil), utilizando o módulo “variabilidade da 

frequência cardíaca” do LabChart 8.1.5 para o software Windows (ADInstruments Pty Ltd, 

Austrália). Três componentes oscilatórios majoritários foram observados a partir do espectro: 

bandas de muito baixa frequência (VLF), baixa frequência (LF) e alta frequência (HF), 

ajustadas para variar de 0,0-0,2 Hz; 0,2-0,75 Hz e 0,75-2,50 Hz, respectivamente. A relação 

entre LF e HF foi utilizada para estimar a modulação simpatovagal. As potências máximas 

dessas bandas foram comparadas entre os grupos. A variabilidade da frequência cardíaca no 

domínio do tempo foi avaliada pela raiz quadrada da média da soma dos quadrados da diferença 

entre intervalos RR consecutivos (RMSSD). A análise espectral foi realizada em ratos usados 

no protocolo 1, antes da injeção de hexametônio.  

 

4.8 Canulação de artéria e veia femorais para medida de PA e injeção de drogas 

 

4.8.1 Confecção das cânulas arteriais e venosas 

 

Para confecção das cânulas foram utilizados tubos de polietileno PE-20 soldados a tubos 

de polietileno PE-10 sendo as dimensões ajustadas de acordo com a massa corpórea do animal. 
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Antes do implante, o interior das cânulas foi lavado e preenchido com veículo PBS. A 

extremidade PE-20 de cada cânula foi obstruída com pino de aço-níquel rígido esterilizado. 

 

4.8.2 Canulação da artéria e veia femorais 

 

Para implante de cânulas arteriais e venosas, os animais foram anestesiados com mistura 

de ketamina (80mg/kg) e xilazina (7mg/kg) intraperitonealmente, colocados em posição de 

decúbito dorsal e tricotimizados na região ventral da pata traseira direita. Após assepsia local 

com álcool iodado, uma incisão foi feita na região inguinal para exposição do trígono femoral. 

Artéria e veia femorais foram expostas e dissecadas. Os vasos foram cateterizados com a porção 

PE-10 das cânulas e o PE-20 externo foi transpassado subcutaneamente ao dorso do animal e 

sua extremidade distal exteriorizada na região interescapular. Ao final do procedimento, as 

regiões que sofreram incisão foram suturadas.  Como profilaxia os animais receberam, no pré-

cirúrgico, anti-inflamatório (cetoprofeno) na dose de 1 mg/kg por via intramuscular e, no pós-

cirúrgico, antibiótico (pentabiótico) no volume de 0,1 mL por animal, por via subcutânea. 

  

4.9 Coleta e registro dos dados cardiovasculares 

 

Para medida direta dos níveis de pressão arterial, os animais previamente canulados (48 

horas antes) foram conectados a um transdutor de pressão (MLT0699) ligado a um pré-

amplificador (BridgeAmp) e este a um conversor analógico para digital PowerLab 4 da série 

35. Para evitar a formação de coágulo na ponta vascular da cânula arterial, uma solução de 

heparina sódica (500 UI/mL) foi utilizada para preenchê-la (~100 µL). Os dados assim 

coletados foram utilizados pelo software LabChar 7.1 para o Windows para criar um registro 

temporal da pressão arterial pulsátil do animal. Para tanto, os dados foram adquiridos a uma 

frequência amostral de 1000 Hz (resolução temporal) utilizando uma janela de digitalização de 

20 mV de amplitude para os 16 bits do equipamento (resolução espacial). A partir dos dados de 

pressão arterial pulsátil, foram derivados os dados de pressão arterial média (PAM) e de 

frequência cardíaca (FC) em tempo real.  
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4.10 Protocolos Experimentais 

 

Protocolo 1: Hexametônio i.v. 

Após 48h de recuperação da cirurgia de canulação, o registro de pressão arterial foi 

realizado em 35 animais (HS n=10 e seu respectivo controle, n=9; HS Unload n=8 e seu 

respectivo controle n=8), não anestesiados e com livre movimentação na caixa. Os parâmetros 

cardiovasculares foram monitorados durante todo o período de adaptação do animal ao 

ambiente de experimentação. Quando estes parâmetros se mostraram estáveis, iniciou-se o 

registro definitivo dos dados, com uma coleta basal de PAM e FC por aproximadamente durante 

30 minutos. Findado esse período, o bloqueador ganglionar, hexametônio (20 mg/kg), um 

antagonista de receptores colinérgicos nicotínicos, foi injetado i.v. em 1 min e os parâmetros 

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

 

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 bioquímicas plasmáticas. Outro grupo de 10 

animais (Cont n=5 e HS n=5), foi utilizado para coleta de 3mL de sangue e 100 μL de LCR 

para as dosagens de osmolalidade, sódio, potássio e cloretos (Fig 3). 

-48h                             0                     30min             50 min

Canulação 

da artéria e 

veia 

femoral

...
Basal

Hexametônio

IV

(20mg/kg) Fim
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Figura 3. Protocolo experimental 2. 

 

Protocolo 3: Coleta de órgãos para a histologia.  

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

coração (Fig 4).  

 

Figura 4. Protocolo experimental 3. 
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4.11  Análise 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 pressão arterial diastólica (PAD). As respostas 

cardiovasculares à injeção sistêmica de hexametônio foram avaliadas em dois momentos: no 

primeiro momento, os níveis de PAM e FC foram avaliados a cada minuto nos cinco minutos 

antes da injeção. Após a injeção, os dados foram avaliados a cada 30 segundos, nos cinco 

minutos iniciais e a cada minuto nos 10 minutos restantes do protocolo. Em um segundo 

momento, as variações máximas de PAM e FC (ΔPAM e ΔFC) foram avaliadas quando 

estáveis, aproximadamente dez minutos pós hexametônio. O delta foi calculado em relação aos 

seus níveis basais 1 minuto antes da injeção de hexametônio. 

 

4.12 Análise estatística 

 

As comparações entre os grupos foram realizadas por teste-t ou análise de variância one 

e two-way (ANOVA) para medidas repetidas quando aplicável. O pós-teste de Bonferroni foi 

utilizado para comparações múltiplas entre pares de médias após a ANOVA detectar diferença 

nas variâncias entre os grupos. Todos os dados foram analisados estatisticamente utilizando o 

software GraphPad Prism 7.07 para Windows (GraphPad Software, San Diego Califórnia, 

EUA). As diferenças 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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5.1  Dieta com alto teor de sódio provoca aumento da pressão arterial  

 

Ratos Wistar sob dieta com sobrecarga de sódio (0,9%Na+) por 12 semanas a partir do 

período pós-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 alterações na FC de repouso (figura 5, painel A, C, E e G ). A PAM em repouso 

do grupo HS Unload na 15ª 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-t não 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 Hipertensão induzida por sobrecarga de sódio é dependente simpatoexcitação. 

 

Para avaliar a participação da atividade nervosa simpática na manutenção da PAM 

elevada em ratos HS, hexametônio (bloqueador ganglionar) foi injetado i.v. A Figura 6 mostra 

que a queda na PAM de ratos HS foi maior comparado ao grupo Cont (ΔPAM HS: -40 ± 2 

mmHg, n = 10, vs. ΔPAM Cont: -30 ± 2 mmHg, n = 9, teste-t não pareado, p=0,0026). Estes 

resultados sugerem maior ativação simpática nos ratos alimentados com dieta com sobrecarga 

de sódio.  Para os ratos HS Unload, as alterações na PAM (ΔPAM: -38 ± 2 mmHg, n = 8, teste 

t não pareado p=0,0710) após a injeção de hexametônio i.v. não foi diferente do grupo Cont 

(ΔPAM: -30 ± 3 mmHg, n = 8, figura 6, painel F). Os níveis de pressão arterial também não 

foram diferentes entre os grupos antes ou depois do hexametônio (Figura 6, painéis E e G, 

ANOVA two-way). Não foram observadas diferenças significativas nos níveis de FC após 

hexametônio (figura 6D, H).  
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Figura 5. Níveis basais de pressão arterial média (PAM), pressão arterial sistólica (PAS), pressão arterial diastólica 

(PAD) e frequência cardíaca (FC) em ratos de HS, HS Unload e seus respectivos grupos controle, realizadas nas 

12ª e 15ª semanas após o desmame. Quadrados (Cont) e círculos (HS/HS Unload) representam valores individuais 

e as barras representam as médias dos grupos. *Diferente do grupo controle; teste-t não pareado; p<0,05. ** 

Diferente do grupo HS, one-way ANOVA; p<0,05. 
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Figura 6. Pressão arterial média e frequência cardíaca antes e depois da injeção de hexametônio em ratos de HS, HS 

Unload e seus respectivos grupos controle, realizadas na 12ª (HS) e na 15ª (HS Unload) semanas após o desmame. As 

linhas tracejadas verticais indicam o momento da injeção de hexametônio i.v. (20 mg/kg). Os painéis B, D, F, H 

representam a alteração em PAM e FC 10 minutos após a injeção. * Diferente do controle; ANOVA two-way, seguido 

de pós-teste de Bonferroni; p<0,05. ** diferente de controle; teste-t não pareado; p<0,05. 
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A variabilidade da frequência cardíaca no domínio do tempo foi avaliada pelo índice 

RMSSD e os resultados mostraram menor variabilidade nos grupos HS e HS Unload em 

comparação com os respectivos grupos controle (tabela 1).  

A análise espectral do intervalo sistólico mostrou que a contribuição da banda VLF para 

densidade de potência total foi maior no grupo HS quando comparado ao grupo Cont. A 

contribuição da banda LF foi semelhante entre os grupos e a contribuição da banda HF foi 

menor, levando a uma maior relação LF/HF no grupo HS em comparação com o controle. Para 

os ratos HS Unload, a contribuição da banda HF para a densidade de potência total também foi 

menor em comparação com o controle, o que também conduziu a uma relação LF/HF mais 

elevada no grupo HS Unload. Juntos, esses dados também sugerem modulação simpática 

predominante na variabilidade da frequência cardíaca (tabela 1). 

 

Tabela 1. Resultados da variabilidade da frequência cardíaca no domínio do tempo e no intervalo sistólico (IS) de 

HS, HS Unload e respectivos grupos controle. 

  Cont 12S  HS  Cont 15S  HS Unload 

  Média±EPM n  Média±EPM n P  Média±EPM n  Média±EPM  n p 

HR (bpm)  383±12 (9)  381±11 (10) 0,8894  386±16 (8)  375±11 (8) 0,5674 

RMSSD (ms)  5,9±0,5 (9)  4,4±0,4* (10) 0,0429  6,0±0,9 (8)  3,9±0,3* (8) 0,0416 

VLF (% da potencia total)  50±4 (9)  72±4* (10) 0,0015  50±9,1 (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)  31±3,3 (9)  14±3,2* (10) 0,0014  31±7,0 (8)  13±2,9* (8) 0,0348 

LF/HF ratio  0,46±0,07 (9)  1,30±0,33* (10) 0,0316  0,74±0,19 (8)  1,32±0,17* (8) 0,0413 

Os dados do IS foram adquiridos de 4.000 a 4.500 batimentos cardíacos consecutivos utilizando o sinal de pressão 

arterial pulsátil (aproximadamente 10 minutos de gravação contínua). As bandas de frequência muito baixa (VLF), 

de baixa frequência (LF) e de alta frequência (HF) variaram de 0,0 a 0,2 Hz, 0,2 a 0,75 Hz e 0,75 a 2,50 Hz, 

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

alterações plasmáticas. 

 

A ingestão de dieta com sobrecarga de sódio não alterou as concentrações plasmáticas 

de sódio e potássio, bem como a osmolalidade plasmática durante o período do dia (tabela 2).  

 

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

  Cont  HS 

Plasma  Média±EPM n  Média±EPM 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)  0,43±0,019 (10)  0,38±0,020 (10) 0,0546 

Conc. Sódio (mmol/L)  147±3,7 (10)  146±4,3 (10) 0,8891 

Conc. Potássio (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 concentrações 

plasmáticas de sódio e potássio foram medidas utilizando fotometria de chama. *diferente do grupo controle; teste-

t não pareado.  

 

Contudo, as concentrações de sódio e potássio no LCR foram significativamente 

aumentadas em 6% (diferença de 9 mmol/L, test-t não pareado, p<0,0001) e 24% (diferença de 

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

(figura 7). As concentrações de cloreto bem como a osmolalidade no LCR (medições em 

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

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

7). 
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Figura 7. Concentração de sódio (Na+), potássio (K+), cloreto (Cl-) e osmolalidade no LCR e plasma de animais 

HS e Cont 12 semanas após o desmame. Os painéis A e B representam [Na+]; C e D representam [K+]; E e F 

representam concentração de [Cl-] e G e H representam osmolalidade, medida em amostras frescas. * Diferente 

do grupo Cont. Teste-t não pareado; p <0,05. 
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5.4  Dieta com alto teor de sódio não afetou a função renal e os parâmetros morfológicos. 

 

O nível de sódio, potássio, albumina, uréia, creatinina e osmolalidade foram avaliados 

em ratos HS e controle e os resultados não revelaram alterações significativas, com exceção da 

concentração de uréia, que foi 22% menor no HS comparado ao grupo Cont (tabela 3). A 

depuração de creatinina foi utilizada como um índice de comprometimento da função renal e 

não foi encontrada qualquer alteração significativa entre os grupos. 

 

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

  Cont  HS 

Urina  Média±EPM n  Média±EPM n p 

Conc. creatinina (mg/mL)  0,91±0,052 (10)  0,75±0,075 (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)  45,2±3,78* (11) 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 (8) 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 depuração de creatinina, 

creatinina excretada e uréia excretada foram calculadas como descrito na secção de métodos. *diferente do grupo 

controle; teste-t não pareado.  

 

Além disso, a análise histológica das seções dos rins foi realizada para avaliar possíveis 

danos nos tecidos, remodelação ou processo inflamatório como resultado da ingestão de 

sobrecarga de sódio. Conforme ilustrado na tabela 4, nenhum dos índices utilizados para avaliar 

a glomeruloesclerose nem o tamanho relativo dos rins era diferente entre os grupos. Além disso, 

não foi detectado processo inflamatório (figura 8A). Para verificar a possível hipertrofia 

cardíaca em ratos HS, também avaliamos a razão entre a espessura da parede do ventrículo 
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esquerdo e o diâmetro do lúmen e não houve diferença significativa entre os grupos, conforme 

mostrado na tabela 4 e na figura 8B. 

 

Tabela 4. Análise morfométrica dos parâmetros renais e cardíacos em ratos HS e controle. 

  Cont  HS 

Rins 
 

Média±EPM n  Média±EPM n p 

Peso úmido do rim esquerdo/peso corporal (mg/g)   3,30±0,13 (8)  3,24±0,05 (8) 0,6842 

Peso úmido do rim direito/peso corporal 

(mg/g)  

 

3,23±0,09 (8) 

 

3,29±0,07 (8) 0,6323 

Glomeruloesclerose rim esquerdo (%)  6,25±0,81 (8)  5,62±0,62 (8) 0,5057 

Glomeruloesclerose rim direito (%)  7,50±1,33 (8)  6,25±1,25 (8) 0,5536 

 BCA/GTA rim esquerdo (µm2/µm2)  1,29±0,02 (8)  1,28±0,02 (8) 0,6003 

 BCA/GTA rim direito (µm2/µm2)  1,30±0,01 (8)  1,27±0,02 (8) 0,2608 

        

Coração        

Peso úmido do coração/peso corporal (mg/g)  2,72±0,06 (8)  2,61±0,03 (8) 0,1536 

Wt/L esquerda  0,77±0,05 (8)  0,83±0,04 (8) 0,4013 

BCA/GTA = Área da capsula de Bowman’s/área do tufo glomerular; Wt/L = espessura da parede do ventrículo 

esquerdo/lúmen. As médias foram com paradas por teste-t não pareado. 
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Figura 8. Fotomicrografia dos cortes histológicos dos rins e do coração de ratos HS e Cont. Painel A: áreas 

corticais e corpúsculos renais. As setas cinza e branca apontam para as bordas do tufo glomerular (Gr) e da cápsula 

Bowman, respectivamente. As fotomicrografias do rim foram tiradas com aumento de 400x (barra=50μm). Painel 

B: corte transversal dos corações, usando ampliação 1x. A seta preta aponta para a borda do ventrículo esquerdo 

(VE). 
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Capítulo II 

 

Neste capítulo abordaremos como o modelo HS12W responde a picos de alteração da 

osmolaridade plasmática, induzido pela infusão intravenosa de soluções hipertônicas. 
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6.Objetivos 
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6.1 Objetivo geral 

 

Avaliar as alterações no balanço hidroeletrolítico, na resposta pressora e simpática de 

animais com sobrecarga de sódio na dieta durante 12 semanas a partir do desmame frente a um 

desafio osmótico sistêmico agudo. 

 

6.2 Estratégias metodológicas específicas 

 

✓ Avaliar a produção de urina, ingestão de água e resposta pressora a infusão intravenosa 

de salina hipertônica e de solução de sorbitol em animais acordados; 

✓ Avaliar a atividade nervosa simpática lombar a infusão intravenosa de salina hipertônica 

em animais anestesiados. 
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7.1 Modelo Animal 

 

O modelo animal utilizado para os experimentos desse capítulo é o mesmo descrito na 

metodologia do capítulo 1, seção 4.1. Para tal, os filhotes foram divididos aleatoriamente em 

dois grupos: um grupo recebeu dieta com sobrecarga de sódio (0,9% Na+) por 12 semanas após 

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 Laboratório de Fisiologia Endócrina e Cardiovascular, pela adição 

de NaCl à ração comercial moída de forma a se obter uma ração com conteúdo final de Na+ de 

0,9% (adicionando-lhe 0,63% Na+), figura 9.  Os mesmos procedimentos adotados para 

produção das rações no capítulo 1, seção 4.1, também foram adotados aqui. 

 

Figura 9. Delineamento experimental do capítulo II. Ratos: Wistar (CCA UFOP). Dietas: Controle (Nuvilab® 

moída, contendo 0,27% de Na+) e HS (Nuvilab® moída, contendo 0,90% de Na+ - 3,3 vezes o normal). Tempo 

total de dieta: 12 semanas. 

 

7.2 Drogas e Soluções 

 

Veículo: PBS (Salina tamponada com fosfato) 

A solução foi preparada diluindo utilizando os sais NaCl, Na2HPO4.H2O e 

NaH2PO4.H2O P.A. (Sigma® Ltda) em q.s.p. 1000 mL de água ultrapurificada (Milli-Q). A 

solução foi ajustada em pH 7,2, transferida para o frasco Mariotte, e esterilizada por 

autoclavação durante 30 minutos e mantida à temperatura ambiente para uso.  

 

...

...

Registro de PA, FC, 
volume urinário

e ingestão de água

12 semanas
Grupos sob dieta
Controle ou HS

Nascimento Desmame

21 dias

Registro de PA, FC, 
LSNA

Salina hipertônica e 
sorbitol em ratos 

acordados

Salina hipertônica em 
ratos anestesiados
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Drogas utilizadas nos procedimentos cirúrgicos 

Para experimentos com animais acordados, como medida profilática, utilizou-se anti-

inflamatório (cetoprofeno 10%, Biofarm, SP, Brasil) na dose de 1mg/kg de animal, por via 

intramuscular e antibiótico (pentabiótico veterinário: Penicilina 4.800UI/kg, Estreptomicina 

2mg/kg de diidroestreptomicina 2mg/kg, Zoetis, SP, Brasil), sendo o volume injetado de 0,1 

mL por animal, por via subcutânea. 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 indução e de 2-3% para manutenção, Cristália 

Prod. Quím. Farm. Ltda.) por via inalatória e uretana 1.2g/kg por via intravenosa (Sigma-

Aldrich, SP, Brasil). 

 

Anticoagulante para registro de pressão arterial  

Diluiu-se a solução de heparina 5.000UI (Hemofol, Cristália Prod. Quím. Farm. Ltda) 

em PBS ultrafiltrado para a preparação da solução final com concentração de 1000UL.  A 

solução foi aliquotada em tubos Eppendorf com 0,4 mL, armazenadas a -20°C e utilizadas em 

quantidades que se fizessem necessárias. 

 

Solução hipertônica de NaCl e sorbitol 

Para avaliar o efeito da hipernatemia utilizou-se solução hipertônica de NaCl (Sigma-

Aldrich, SP, Brasil) 3 mol/L (5,58Osm/L), ultrafiltrada em filtro 0,22 µm no momento da 

infusão no animal. Uma solução de sorbitol (Sigma-Aldrich, SP, Brasil) 5,3mol/L 

(5,301Osm/L) em PBS (0,279Osm/L) também foi preparada para infusão endovenosa e 

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

 

7.3  Procedimento Cirúrgico 

 

7.3.1 Confecção das cânulas arteriais e venosas 

As cânulas utilizadas nos protocolos a seguir foram confeccionadas conforme descrito no item 

3.8.1. 
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7.3.2 Canulação da artéria e veia femoral para experimentos com animais acordados 

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

 

7.3.3 Isolamento do nervo lombar 

Para registro de atividade simpática, os animais foram anestesiados com isoflurano (2-

3% em 100% O2 – o nível de anestesia foi monitorado constantemente pela ausência do reflexo 

de retirada ao pinçamento interdigital) e instrumentados para implante de cânulas arteriais e 

venosas, como descrito no item 3.8.2, exceto pela medicação profilática.  A partir dessa etapa, 

o isoflurano foi substituído lentamente por uretana (1.2g/kg, i.v.), monitorando-se 

constantemente os níveis de pressão arterial de forma que eles permanecessem entre 95 e 110 

mmHg alterando-se a taxa de infusão de uretana e retirada do isoflurano. Após a substituição 

da anestesia de isoflurano para uretana, os animais passaram pela cirurgia de traqueostomia 

para ventilação mecânica durante o experimento. Inicialmente foi realizada a tricotomia e 

assepsia no local, seguido do posicionamento do animal em decúbito dorsal, estendendo o 

pescoço para facilitar a incisão traqueal. A incisão foi feita na linha média abaixo do pescoço, 

separando as glândulas salivares e a musculatura adjacente, com auxílio de afastadores. A 

incisão na traquéia foi realizada entre o quarto e o quinto anel, inserindo o tubo de aço 

inoxidável na luz traqueal. Para registro de atividade simpática do nervo lombar, foi realizada 

uma incisão abdominal na linha média. O intestino foi sutilmente retraído por afastadores para 

visualização da aorta abdominal e veia cava. Para expor o nervo lombar, veia cava e tecidos 

adjacentes foram gentilmente retraídos lateralmente. Aproximadamente 2 mm de nervo foi 

cuidadosamente isolado a fim de evitar danos a vasos e acúmulo de líquido, com auxílio de uma 

pinça de microdisseccão (Dumont #5, Fine Science Tools). Quando isolado, o feixe nervoso foi 

ancorado, com auxílio de uma pipeta de vidro com ponta arredondada, em um eletrodo bipolar 

construído com dois fios de aço inoxidável ( 0,127 mm, A-M Systems Inc., Carlsborg, WA; 

USA) e posicionado perpendicularmente sobre as duas alças previamente dobradas na porção 

terminal dos eletrodos. O layout do programa (Lab Chart 8) foi configurado inicialmente para 

exposição em intervalos de 0,5s para a identificação da frequência de descarga característica de 

atividade nervosa simpática. Após confirmação positiva de atividade simpática, foi realizada a 

drenagem de qualquer fluido residual que tocasse o nervo e eletrodo e uma resina de silicone 

autopolimerizável (Kwik-Sil ™) foi aplicada ao conjunto nervo + eletrodo para fixação. Para 

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

nᵒ 11 (Michel Suture Clips, Fine Science Tools). 

Os animais foram ventilados artificialmente com ar ambiente enriquecido com oxigênio 

100% com auxílio de um dispositivo de ventilação animal (Small Animal Ventilator, Harvard 

Apparatus, Orlando, FL, EUA) conectado ao tubo traqueal.  Por meio de um tubo introduzido 

dentro da interface de conexão entre ventilador/tubo traqueal, amostras de 3 mL de ar/minuto 

foram continuamente colhidas e analisadas quanto a concentração de CO2 no ar expirado ao 

final do volume corrente por um analisador de CO2 (CWE CapStar-100 Carbon Dioxide 

Analyzer, EUA).  O CO2 ao final da expiração foi mantido entre 3,5 e 4,5%, ajustando-se o 

volume corrente no ventilador (~1 mL/100 g do peso corporal ou a taxa respiratória 60-80 bpm). 

A temperatura, medida por via retal, foi mantida a 37±1ºC. Todas as variáveis foram 

estabilizadas por 30-45 min, antes da coleta dos dados de repouso e realização 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 digitalização e frequência amostral. 

Para coleta dos dados de atividade simpática 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 analógico filtrado e 

amplificado foi convertido em sinal digital por um conversor  analógico/digital PowerLab 8/35 

(ADInstruments, EUA) e processado pelo software Lab Chart 8.1 para Windows de forma a 

criar os registros temporais da variáveis aquisitadas. Nesse software, o sinal foi digitalizado a 

3.000 Hz, em uma janela de digitalização de 20 mV, processado para remover o “offset”, 

simultaneamente retificado e convertido em LSNA integrada (∫LSNA) utilizando uma 

constante de tempo de 1s. As variáveis 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 supressão dos “bursts” característicos da atividade simpática. O 

registro do sinal resultante, aqui denominado ruído de fundo, foi realizado por mais 5 minutos, 
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o qual era subtraído do valor total da ∫LSNA. A linha de base da ∫LSNA foi estabelecida em 

100% e as respostas simpáticas aos estímulos com salina hipertônica i.v. foram expressas como 

alterações percentuais em relação à linha de base. 

 

7.5 Protocolos Experimentais 

 

Protocolo 4: Salina hipertônica e sorbitol em animais acordados 

Um grupo de 19 animais, (HS n=10 e Cont n=9), após a cirurgia de canulação, foram 

alocados individualmente em gaiolas metabólicas, com livre acesso a água e ração. Antes do 

início dos experimentos, o bebedouro de água e a ração foram removidos e os testes foram 

conduzidos nos animais acordados e com livre movimentação na gaiola metabólica. Os 

parâmetros cardiovasculares foram monitorados durante todo o período de adaptação do animal 

ao ambiente de experimentação. Quando estes parâmetros se mostraram estáveis, iniciou-se o 

registro definitivo dos dados, com uma coleta basal de PAM e FC por aproximadamente 30 

minutos. Findado esse período, procedeu-se a infusão endovenosa de salina hipertônica 3 mol/L 

NaCl, (5,58 Osm/L) infundida a 1,8 mL/kg durante 1 minuto. Para dissociar o efeito osmótico 

desta solução sobre mecanismos de ajuste cardiovascular daquele possivelmente produzidos 

pelo aumento específico da concentração de sódio na circulação, utilizou-se a solução 

hipertônica de sorbitol 5,3 mol/L (5,301 Osm/L) em PBS (0,279 Osm/L) infundida a 1,8 mL/kg 

durante1 minuto. As infusões de salina hipertônica foram feitas por uma bomba de infusão para 

seringa (Razel™, model A-99) e as infusões de solução de sorbitol foram feitas manualmente 

devido à 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, após a infusão de salina hipertônica ou solução de sorbitol durante o 

registro de pressão. Findado o registo, o bebedouro foi novamente introduzido aos animais e a 

ingestão hídrica e o volume urinário foram medidos nos tempos 75min, 90min, 105min, 120min 

e 24h após a infusão de salina hipertônica ou solução de sorbitol (Fig. 8). 
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Figura 10. Protocolo experimental 4 

 

Protocolo 5: Salina hipertônica em animais anestesiados 

Um grupo de 4 animais, (HS n=2 e Cont n=2) foi submetido as cirurgias para registro de 

atividade simpática. Os parâmetros cardiovasculares, temperatura e CO2 foram monitorados 

durante todo o período de registro. Quando estes parâmetros se mostraram estáveis, em torno 

de 30-45min após 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 período, 

procedeu-se a infusão endovenosa de salina hipertônica 3 mol/L NaCl, (5,58 Osm/L) infundida 

a 1,8 mL/kg durante 1 minuto. As infusões de salina hipertônica foram feitas por uma bomba 

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

 

Figura 11. Protocolo experimental 5. 
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7.6 Análise 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 CO2, temperatura corpórea e atividade simpática 

lombar. Para animais acordados, as alterações da PAM, FC (ΔPAM e ΔFC) em função da 

injeção sistêmica 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 parâmetros e incluindo a LSNA, foram avaliados nos 30 minutos após 

a infusão de salina hipertônica. Os picos de resposta (ΔPAM, ΔFC e ΔLSNA) foram calculados 

como a maior alteração dentro dos cinco minutos iniciais após a infusão. Os deltas foram 

calculados em relação aos níveis basais 1 minuto antes da infusão. 

 

7.7 Análise estatística 

 

As comparações entre os grupos foram realizadas por teste-t ou análise de variância uma e 

duas vias (ANOVA) para medidas repetidas quando aplicável. O pós-teste de Bonferroni foi 

utilizado para comparações múltiplas entre pares de médias após a ANOVA detectar diferença 

nas variâncias entre os grupos. Todos os dados foram analisados estatisticamente utilizando o 

software GraphPad Prism 7 para Windows (GraphPad Software, San Diego Califórnia, EUA). 

As diferenças 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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8.Resultados  
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8.1 Dieta com alto teor de sódio induz menor resposta pressora e menor volume urinário 

a infusão de salina hipertônica em animais acordados. 

 

 Para avaliar a resposta pressora a infusão intravenosa de salina hipertônica, injetou-se 3 

mol/L de NaCl, (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: ∆0,3±0,43mmHg vs. 

∆12±3mmHg; min. 2: ∆4±3mmHg vs. ∆18±4mmHg; min. 3: ∆7±2mmHg vs. ∆19±4mmHg; 

min. 4: ∆8±3mmHg vs. ∆23±3mmHg e min. 5: ∆9±3mmHg vs. ∆23±3mmHg) nos cinco 

minutos pós injeção i.v., sem alterar frequência cardíaca. A injeção também produziu menor 

débito urinário 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 osmótico desta solução sobre mecanismos de ajuste 

cardiovascular daqueles possivelmente produzidos pelo aumento específico da concentração de 

sódio na circulação, utilizou-se solução 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 solução de sorbitol apresentou resposta 

semelhante na PAM e FC entre nos grupos e provocou menor débito urinário 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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Figura 12. Pressão arterial média (A) e frequência cardíaca (B) antes e depois da injeção de salina hipertônica em 

ratos HS e controle. As linhas tracejadas verticais indicam o momento da injeção i.v. de 3 mol/L NaCl (1,8ml/kg 

em 1 minuto). Os painéis C, D, E e F representam o volume urinário produzido a cada 15 minutos, durante os 60 

minutos do protocolo. * Diferente do controle; ANOVA two-way, seguido de pós-teste de Bonferroni; p<0,05. ** 

diferente de controle; teste-t não pareado; p<0,05. 
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Figura 13. Pressão arterial média (A) e frequência cardíaca (B) antes e depois da injeção de solução de sorbitol 

em ratos HS e controle. As linhas tracejadas verticais indicam o momento da injeção i.v. de 5,3 mol/L (1,8ml/kg 

em 1 minuto). Os painéis C, D, E e F representam o volume urinário produzido a cada 15 minutos, durante os 60 

minutos do protocolo. * diferente de controle; teste-t não pareado; p<0,05. 
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Figura 14. Sódio injetado (A) e sódio excretado (B) após injeção de salina hipertônica de 3 mol/L NaCl (1,8ml/kg 

em 1 minuto) em ratos HS e controle. O painel B mostra a excreção antes e depois da introdução da bureta de 

água. Os painéis C, D, E representam o sódio injetado/excretado, volume urinário e ingestão de água no período 

de 60 minutos do experimento e no período de 24h após o experimento. As linhas tracejadas em azul (Cont) e 

vermelho (HS) representam os valores de referência para animais no período de 24h, sem a realização de nenhum 

protocolo experimental.  * diferente de controle; teste-t não pareado; p<0,05. 
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Figura 15. Sódio excretado (A) após injeção de solução de sorbitol 5,3 mol/L (1,8ml/kg em 1 minuto) em ratos 

HS e controle, antes e depois da introdução da bureta de água. Os painéis B, C e D representam o sódio 

injetado/excretado, volume urinário e ingestão de água no período de 60 minutos do experimento e no período de 

24h após o experimento. As linhas tracejadas em azul (Cont) e vermelho (HS) representam os valores de referência 

para animais no período de 24h, sem a realização de nenhum protocolo experimental. Teste-t não pareado. 
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8.2 Dieta com alto teor de sódio promove simpatoinibição do leito vascular lombar em 

resposta a infusão de salina hipertônica periférica. 

 

Para avaliar o efeito de um desafio osmótico agudo na pressão arterial e atividade simpática 

lombar de animais HS12W, salina hipertônica 3mol/L, 1,8 ml/Kg/min, foi infundida i.v. durante 

1 minuto. Animais Cont e HS apresentaram a mesma resposta pressora (Cont: ∆9±1,4mmHg e 

HS: ∆7±0,3mmHg, n=2). Animais HS apresentam simpatoinibição lombar em resposta ao 

aumento da osmolaridade periférica (Cont: ∆9±1,3% e HS: ∆-9±1.0%, n=2), figura 16 e 17. 

 

 

Figura 16. Traçado representando pressão arterial pulsátil (PAP), pressão arterial média (PAM) e atividade 

nervosa simpática lombar (LSNA) integrada em resposta à infusão de salina hipertônica 3mol/L em 1 min. 
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Figura 17. Infusão de salina hipertônica 3mol/L em 1 min em animais anestesiados. Painel A: Pressão arterial média 

e B atividade simpática nervosa lombar. Os picos de resposta da PAM e LSNA foram medidas em comparação com 

o período basal antes da injeção. Os símbolos (○ e □) representam os valores individuais de cada animal. Teste-t; *p 

<0,05. 
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Capítulo III  
 

Neste capítulo abordaremos as ações da Ang II, microinjetada no OVLT, na resposta pressora 

e atividade simpática nervosa em animais normotensos. 
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9.Objetivos 
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9.1 Objetivo geral 

 

Avaliar as ações da Ang II microinjetada no OVLT no controle da pressão arterial e 

atividade simpática nervosa lombar, renal e esplâncnica. 

 

9.2 Estratégias metodológicas específicas 

 

✓ Avaliar a resposta pressora e simpática a Ang II no OVLT; 

✓ Avaliar o efeito de taquifilaxia a Ang II no OVLT; 

✓ Avaliar a participação do PVN na modulação da resposta pressora e simpática a Ang II 

no OVLT. 
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10. Metodologia 
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10.1  Modelo Animal 

 

Para todos os experimentos do capítulo 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 ração e 

água ad libitum, ciclo claro-escuro de 12h e temperatura média de 24°C, até a realização dos 

procedimentos experimentais. Após recebimento dos animais, foi respeitado um período de 

cinco dias para realização dos experimentos. Todos os procedimentos foram realizados de 

acordo com o NIH Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals e com aprovação 

prévia do Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC), sob protocolo nº 16129731.  

 

10.2  Drogas e Soluções 

 

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

 

Drogas utilizadas nos procedimentos cirúrgicos 

Para anestesia utilizou-se utilizou-se isoflurano, 3% para indução e de 2-2,5% para manutenção, 

(Isothesia, Henry Schein Animal Health, NY, EUA) por via inalatória e uretana 1,0g/kg por via 

intravenosa (Sigma-Aldrich, MO, EUA). 

 

Drogas e soluções usadas nos protocolos experimentais  

Para os protocolos utilizou-se Angiotensina II (1mg/mL), liquido cefalorraquidiano artificial 

(NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, dextrose, HEPES), GABAA agonista – Muscimol (100pmol), 

cloreto de sódio (1 mol/L), todos provenientes da Sigma-Aldrich, MO, EUA. 
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10.3  Procedimento Cirúrgico 

 

10.3.1 Confecção das cânulas arteriais e venosas 

Para confecção das cânulas foram utilizados tubos de polietileno PE-20 aquecidos sobre 

uma chama e alongados para o diâmetro desejado. Antes do implante, o interior das cânulas foi 

lavado e preenchido com salina 0.9% NaCl heparinizada.  

 

10.3.2 Confecção de micropipetas de vidro para microinjeção 

Para a confecção das micropipetas utilizou-se capilares de vidro (0.58 mm, A-M Systems 

Inc., Carlsborg, WA; EUA, 5 nL por divisão), aquecidas no Puller (Narishige, Japão) para 

ajuste ao diâmetro para microinjeção, entre 30-50μm. 

 

10.3.3 Cirurgia para isolamento dos nervos lombar, esplâncnico, renal e abordagem 

ventral do hipotálamo. 

Para registro simultâneo de atividade simpática, os animais foram anestesiados com 

isoflurano (2-3% em 100% O2 – o nível de anestesia foi monitorado constantemente pela 

ausência do reflexo de retirada ao pinçamento interdigital ou da extremidade da cauda) e 

instrumentados para implante de cânulas nas artérias braquiais e nas veias femorais, semelhante 

ao descrito no item 3.8.2. A partir desta etapa, o isoflurano foi substituído lentamente por 

uretana (1.0mg/kg, intravenoso). Após a canulação, os animais passaram pela cirurgia de 

traqueostomia para ventilação mecânica durante o experimento, conforme descrito no item 

3.8.3. Em seguida, o animal foi posicionado em decúbito lateral, para iniciar a exposição dos 

nervos renal e esplâncnico. Para tal, foi feita uma incisão única retroperitoneal, a 1cm da fáscia 

muscular, para visualização dos dois nervos. O tecido foi cauterizado com o auxílio de uma 

unidade termal de cauterização (World Precision Instruments, FL, EUA) e em seguida os 

músculos foram divulsionados e a cavidade foi aberta com auxílio de afastadores. Para a 

limpeza e separação de todos os nervos, foi utilizado uma pinça de microdissecção (Dumont 

#5, Fine Science Tools) e para contato direto, uma pinça de vidro de ponta arredondada, sempre 

respeitando a medida de aproximadamente 2mm de nervo exposto. O nervo renal foi 

gentilmente isolado à junção da aorta e artéria renal. Como a localização anatômica do nervo 

renal difere de animal para animal (ao lado da artéria renal vs. entre a artéria renal e a veia), o 

nervo foi dissecado primeiro, mas posicionado após o isolamento do nervo esplâncnico. O 
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eletrodo bipolar, construído por dois fios de aço inoxidável ( 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 esplâncnico, que foi isolado por último, mas fixado primeiro, o eletrodo 

foi posicionado rostralmente a aorta, superior a glândula adrenal. Após posicionado 

delicadamente, o sinal dos nervos foi visualizado com auxílio do osciloscópio (Tektronix TDS 

220) e com a confirmação positiva de atividade simpática, o fluido que envolve os nervos e 

eletrodos foi drenado e uma resina de silicone autopolimerizável (Kwik-Sil ™) foi aplicada ao 

conjunto nervo + eletrodo para fixação. Finalizada a identificação desses dois nervos, a incisão 

foi fechada, utilizando grampos nᵒ11 (Michel Suture Clips, Fine Science Tools). Em seguida o 

animal foi delicadamente rotacionado, evitando movimentação brusca dos eletrodos, colocado 

em posição supina e a cabeça fixada ao aparelho estereotáxico (Stoelting Co., Illinois, EUA). 

Em seguida, para o isolamento do nervo lombar, a instrumentação foi feita semelhante ao 

descrito no item 6.3.3.  

Finalizada a identificação dos nervos, os animais foram preparados para a abordagem 

ventral do hipotálamo. A barra incisiva do estereotáxico foi posicionada em +5mm. Com 

auxílio do ferro de solda, os tecidos que envolvem a mandíbula foram cauterizados e os 

incisivos inferiores foram divididos e retraídos lateralmente. A língua foi isolada de tecidos 

laterais adjacentes, cauterizada e removida. Os palatos, duro e mole também foram cauterizados 

e removidos com auxílio de uma broca odontológica. Pequenos furos (2-4 unidades) foram 

realizados no osso esfenóide, com o cuidado de não perfurar a membrana dura-máter. Uma 

mistura plástica (50% massa de modelar + 50% vaselina) foi aquecida e injetada nos orifícios 

para cauterizar o seio venoso subjacente e evitar o rompimento. Em seguida, o osso e a mistura 

plástica já seca foram removidos com a broca odontológica e esse procedimento foi repetido 

em torno de 3-4 vezes até a visualização do nervo óptico e todo o quiasma óptico/hipotálamo, 

estendendo-se caudalmente até a borda rostral da hipófise. Com auxílio do atlas de Paxinos e 

Watson (Paxinos e Watson, 2013), as coordenadas foram calculadas e ajustadas para as 

microinjeções. As coordenadas para OVLT foram 0,6mm caudal a borda do quiasma óptico e 

1,5mm ventral à superfície da membrana. Para o PVN, a coordenada utilizada foi 4mm caudal 

ao quiasma, 3,5mm a superfície da membrana e ±0,5mm lateral para as microinjeções bilaterais. 

Os animais foram ventilados artificialmente com ar ambiente enriquecido com oxigênio 100% 

com auxílio 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 conexão entre ventilador/tubo traqueal, amostras de 3 mL de ar/minuto foram 
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continuamente colhidas e analisadas quanto a concentração de CO2 por um analisador CO2 

(CWE Instruments, MicroCapStar End-Tidal CO2 Monitor For Mice, EUA).  O CO2 ao final 

da expiração foi mantido a 3,5-4,5%, ajustando o volume corrente (~1mL/100g do peso 

corporal ou a taxa respiratória 60-80 bpm). Doses suplementares de anestésico foram 

administradas caso necessário (10% volume inicial). A temperatura, medida por via retal, foi 

mantida entre 37±1ºC, mantida por meio de uma manta com circulação de água. Todas as 

variáveis 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 pressão (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 simpática do nervo lombar (LSNA) renal (RSNA) e esplâncnico (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 analógico filtrado e amplificado foi convertido em sinal digital por um conversor  

analógico/digital (Micro1401-3 Cambridge Eletronic Desing) e processado pelo software Spike 

2, de forma a criar os registros temporais da variáveis aquisitadas. Nesse software, o sinal foi 

digitalizado a 2.000 Hz, em uma janela de digitalização de 20 mV, processado para remover o 

“offset”, simultaneamente retificado e convertido em atividades integradas (∫LSNA, ∫RSNA, 

∫SpSNA) utilizando uma constante de tempo de 1s. Todas as variáveis 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 supressão 

dos “bursts” característicos da atividade simpática. O registro do sinal resultante, aqui 

denominado ruído de fundo, foi realizado por mais 5 minutos, o qual era subtraído do valor 

total das atividades integradas. A linha de base das atividades nervosas integradas foi 

estabelecida em 100% e as respostas simpáticas aos estímulos com NaCl, aLCR e Ang II ao 

OVLT e aLCR e muscimol ao PVN foram expressas como alterações percentuais em relação à 

linha de base. 

https://www.cwe-inc.com/products/gas-analyzers/microcapstar-end-tidal-co2-monitor-mice
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10.5 Protocolos Experimentais 

 

Protocolo 6: NaCl, aLCR e Ang II no OVLT 

Um grupo de 6 animais foi submetido as cirurgias para registro de atividade simpática e 

abordagem ventral do hipotálamo. Os parâmetros cardiovasculares, temperatura e CO2 foram 

monitorados durante todo o período de registro. Quando estes parâmetros se mostraram 

estáveis, 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 período, foram realizadas microinjeções randomizadas, no volume de 30nL cada, 

de NaCl (1mol/L, com corante rodamina), aLCR e Ang II (1mg/ml, com corante FITC), 

respeitando o intervalo de 20 minutos entre cada, figura 18. As microinjeções foram realizadas 

por pressão por nitrogênio, utilizando micropipetas de vidro acopladas ao aparelho Toohey 

Spritzer  (Toohey Company, EUA). Ao final do experimento os animais passaram pela perfusão 

transcardíaca com 20mL de salina 0,9%, seguidos de 40mL de paraformaldeido 4% em PBS. 

Os encéfalos foram removidos e armazenados em paraformaldeído 4% até posterior análise 

histológica. 

 

Figura 18. Protocolo experimental 6 

  

 

Protocolo 7: Taquifilaxia a Ang II no OVLT 

Um grupo de 4 animais foi submetido as cirurgias para registro de atividade simpática e 

abordagem ventral do hipotálamo. Os parâmetros cardiovasculares, temperatura e CO2 foram 

monitorados durante todo o período de registro. Quando estes parâmetros se mostraram 
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estáveis, 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 

período, foram realizadas três microinjeções, no volume de 30nL cada, de Ang II (1mg/ml, com 

corante FITC), respeitando o intervalo de 50 minutos entre cada, figura 20. As microinjeções 

foram realizadas por pressão por nitrogênio, utilizando micropipetas de vidro acopladas ao 

aparelho Toohey Spritzer  (Toohey Company, EUA). Ao final do experimento os animais 

passaram pela perfusão transcardíaca com 20mL de salina 0,9%, seguidos de 40mL de 

paraformaldeido 4% em PBS. Os encéfalos foram removidos e armazenados em 

paraformaldeído 4% até posterior analise histológica. 

 

 

Figura 19.  Protocolo experimental 7. 

 

Protocolo 8: Ang II no OVLT antes e após a inibição do PVN 

Um grupo de 6 animais foi submetido as cirurgias para registro de atividade simpática e 

abordagem ventral do hipotálamo. Os parâmetros cardiovasculares, temperatura e CO2 foram 

monitorados durante todo o período de registro. Quando estes parâmetros se mostraram 

estáveis, 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 período, foi realizada uma microinjeção inicial de Ang II (1mg/ml, com corante 

FITC), no volume de 30nL. Após 50 minutos, aLCR (com corante FITC) foi microinjetando 

bilateralmente no PVN, no volume de 50nL, com intervalo de 1 min entre cada lado. Após 10 

minutos, foi repetida a microinjeção de Ang II (1mg/ml, com corante FITC). Respeitando 

novamente um intervalo de 50 minutos, muscimol (agonista do receptor GABAA, com corante 

rodamina) foi microinjetando bilateralmente no PVN, no volume de 50nL, com intervalo de 1 

min entre cada lado e após 10 minutos, realizou-se a terceira microinjeção de Ang II (1mg/ml, 
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com corante FITC), figura 20. As microinjeções foram realizadas por pressão de nitrogênio, 

utilizando micropipetas de vidro acopladas ao aparelho Toohey Spritzer (Toohey Company, 

EUA). Ao final do experimento, os animais foram perfundidos por via transcardíaca com 20 

mL de salina 0,9%, seguidos de 40 mL de paraformaldeido 4% em PBS. Os encéfalos foram 

removidos e armazenados em paraformaldeído 4% até posterior análise histológica. 

 

 

Figura 20. Protocolo experimental 8. 

 

10.6 Análise 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 simpáticas as microinjeções no OVLT e PVN 

foram avaliadas a cada minuto nos cinco minutos antes da microinjeção. Após a microinjeção, 

os dados foram avaliados a cada minuto, durante quinze minutos e os deltas das variações 

máximas (pico de resposta) de PAM, LSNA, RSNA e SpSNA foram analisados nos cinco 

minutos após a microinjeção e comparados a média dos cinco minutos basais.  

Para confirmação histológica das microinjeções no OVLT e PVN, os encéfalos 

armazenados em paraformaldeído 4% foram seccionados coronalmente, em vibrátomo 

(VT1000, Leica Biosystems, Alemanha), com espessura de 100µm. Os cortes foram montados 

em lâminas de vidro (Fisher Cientific, EUA) secas a temperatura ambiente e visualizados com 

microscópio de fluorescência (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 ampliação de 20X e os cortes de PVN com ampliação de 10X. 
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10.7 Análise estatística 

 

As comparações entre os grupos foram realizadas por análise de variância de duas vias 

(ANOVA) para medidas repetidas. O pós-teste de Bonferroni foi utilizado para comparações 

últiplas entre pares de médias após a ANOVA detectar diferença nas variâncias entre os grupos. 

Todos os dados foram analisados estatisticamente utilizando o software GraphPad Prism 7 para 

Windows (GraphPad Software, San Diego Califórnia, EUA). As diferenças 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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11.1  Angiotensina II microinjetada no OVLT provoca aumento de pressão arterial média 

e promove alterações seletivas na atividade nervosa simpática. 

 

Para avaliar a resposta do OVLT à Ang II na modulação da pressão arterial e atividade 

nervosa simpática, NaCl (1mol/L), aLCR e Ang II (1mg/ml) foram randomicamente 

microinjetados no volume de 30nL, no período de 30 segundos, separados por intervalos de 20 

minutos. A figura 21, painel A, mostra a resposta das microinjeções na PAM, LSNA, RSNA e 

SpSNA. A resposta pressora nos animais normotensos foi semelhante entre NaCl e a Ang II, 

comparados ao aLCR (NaCl: ∆8±1.7mmHg, Ang II: ∆9±2.0mmHg e aLCR: ∆-5±0.8mmHg, 

n=6). O aumento da concentração de sódio no OVLT promoveu simpatoexcitação nos leitos 

vasculares lombar e esplâncnico (LSNA: ∆9±1.7% e SpSNA: ∆8±1.1%, n=6) e simpatoinibição 

renal (RSNA: ∆-5±0.9%, n=5).  Em contrapartida, a Ang II promove alterações seletivas na 

atividade nervosa simpática, com simpatoexcitacao esplâncnica (SpSNA: ∆10±0.9%, n=6), 

simpatoinibição lombar (LSNA: ∆-7±2.0%, n=6) e nenhuma mudança na atividade renal 

(RSNA: ∆4±1.0%, n=5), quando comparados a microinjeção controle de LCR artificial. O 

painel B mostra, a esquerda, a localização anatômica das microinjeção no OVLT (círculos - 

Ang II e quadrados - NaCl) e a direita a confirmação histológica visualizada com microscopia 

de fluorescência, com a imagem sobreposta (amarelo) das microinjecoes de Ang II (corante 

FITC – verde) e NaCl (corante rodamina – vermelho). Nenhuma alteração foi observada na 

frequencia cardíaca. A figura 22, mostra o traçado da pressão arterial pulsatil, PAM (cinza) e 

as atividades LSNA, RSNA e SpSNA integradas.  
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Figura 21. Microinjeções de NaCl, aLCR e Ang II em OVLT. Painel A: 30 nL de NaCl, aLCR e Ang II foram aleatoriamente 

microinjetados no OVLT. Os picos de resposta da pressão arterial média (PAM), lombar (LSNA), renal (RSNA) e atividade 

nervosa simpática esplâncnica (SpSNA) foram medidas em comparação com o período basal antes da injeção. Painel B: À 

esquerda, a localização anatômica das injeções no OVLT (círculos - Ang II e quadrados - NaCl) e no lado direito, a 

confirmação histológica visualizada com microscopia de fluorescência, com a imagem sobreposta (amarelo) das microinjecoes 

de Ang II (corante FITC – verde) e NaCl (corante rodamina – vermelho). AC: Comissura anterior; DBB: Banda diagonal; LV: 

Ventrículo lateral; 3V: Terceiro ventrículo e OX: Quiasma optico.Os símbolos (∆, ○ e □) representam os valores individuais 

de cada animal. Para RSNA n=5. ANOVA de duas vias, pós-teste de Bonferroni, *p <0,05. 
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Figura 22. Traçado representando pressão arterial pulsátil, pressão arterial média (PAM - linha cinza) e atividade 

nervosa simpática esplancnica, renal e lombar integrada em resposta à microinjeção de NaCl, aLCR e Ang II de 

OVLT. 
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11.2  Doses de angiotensina II microinjetadas no OVLT em intervalos de 45 minutos não 

provocam efeito de taquifilaxia. 

 

Para realizar o protocolo descrito no item 10.3, um experimento foi realizado para 

avaliar se doses seguidas de angiotensina II provocariam dessensibilização dos neurônios no 

OVLT, Fig. 23. Três microinjeções de Ang II, com intervalo de 50 minutos entre as cada uma 

provocou a mesma resposta pressora (1ª: ∆8±1.9%, 2ª: ∆8±1.0% e 3ª: ∆8±0.9%, n=4) e 

simpatoinibição lombar (1ª: ∆-5±1.0%, 2ª: ∆-7±2.0% e 3ª: ∆-5±1.4%,  n=4). Nenhuma alteração 

foi observada na frequência cardíaca. 
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11.3  Respostas a angiotensina II microinjetada no OVLT na pressão arterial média e 

atividade nervosa simpática são dependentes da sinalização via do PVN. 

 

Conforme descrito no item 10.1, microinjeção de 30nL de Ang II promove resposta 

pressora e alterações seletivas na atividade nervosa simpática, quando comparados a 

microinjeção controle de LCR artificial. Para avaliar se essa resposta é dependente da 

participação do PVN, um experimento foi realizado microinjetando Ang II no OVLT após a 

pré-tratamento do PVN com aLCR ou com muscimol (agonista dos receptores GABA) em 
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Figura 23. Microinjeções de Ang II no OVLT. Painel A: 30nL de Ang II foram microinjetados no OVLT a cada 

45 minutos para avaliar o efeito da taquifilaxia. As respostas foram medidas como pico de resposta da pressão 

arterial média (PAM), freqüência cardíaca (FC) e atividade nervosa simpática lombar (LSNA) em comparação 

com o período de referência antes da injeção. Painel B: À esquerda, a localização anatômica das microinjeções no 

OVLT  e a diretia, as microinjeções visualizadas com microscopia de fluorescência com corante FITC. AC: 

Comissura anterior; DBB: Banda diagonal; LV: Ventrículo lateral. Os símbolos (□, ○, ◊) representam os valores 

individuais de cada animal. Two-way ANOVA, pós-teste de Bonferroni, p <0,05. 
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intervalos de 50 minutos. A Ang II após aLCR no PVN apresenta as mesmas respostas pressoras 

(∆8±0.6mmHg, n=6) e na atividade simpática (LSNA: ∆-7±1.0% n=6, RNSA: ∆4±0.7% n=5 e 

SpSNA: ∆8±0.9% n=6). Contudo, quando se repete a microinjecao de Ang II no OVLT após 

microinjeção bilateral (50nL/lado) de muscimol no PVN, as alterações pressóricas e na 

atividade simpática são abolidas, Fig. 24. Nenhuma alteração foi observada na frequência 

cardíaca. A figura 25 ilustra o traçado representando PAM, LSNA, RSNA e SpSNA antes e 

depois das microinjeções de aLCR e muscimol no PVN.   
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Figura 24. Microinjeções de Ang II no OVLT com pré-tratamento com aLCR ou Muscimol no PVN. Painel A: 

30nL de Ang II foi microinjetada no OVLT após microinjeções bilaterais de 50nL, de aLCR ou muscimol em 

PVN. Os picos de respostas da pressão arterial média (PAM) a atividade do nervo simpático lombar (LSNA), renal 
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(RSNA) e esplâncnico (SpSNA) foram medidas em comparação com o período basal antes da injeção. Painel B: 

À esquerda, a localização anatômica dos locais de injeção no OVLT (círculos) e PVN (quadrados - aLCR e 

triângulos - muscimol). Painel C:  Confirmação histológica das microinjeções com microscopia de fluorescência, 

no OVLT, visualizados com FITC (Ang II), e no PVN, em sobreposição (amarelo) visualizado com FITC (verde 

- aLCR) e rodamina (vermelho - muscimol). AC: Comissura anterior; DBB: Banda diagonal; LV: Ventrículo 

lateral; AH: Núcleo hipotalamico anterior. Os símbolos (∆, ○ e □) representam os valores individuais de cada 

animal. ANOVA de duas vias, pós-teste de Bonferroni, *p <0,05. 

 

 

Figura 25. Traçado representando pressão arterial pulsátil, pressão arterial média (linha cinza) e atividade nervosa 

simpática esplâncnica, renal e lombar (SNA) integrada em resposta à microinjeção de microinjeção de Ang II de 

OVL, antes de aLCR ou muscimol no PVN. 
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12. Discussão 
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Neste estudo nós demostramos pela primeira vez que ratos alimentados com dieta com 

0,9% de sódio, do período pós-desmame até a idade adulta (por 12 semanas) e com livre acesso 

a água tornaram-se hipertensos. 

A dieta com teor de sódio de 0,9% Na+ é equivalente a uma dieta com 2% de NaCl, 

sendo que a quantidade de sódio nessa dieta é 3,3 vezes maior do que a encontrada na ração 

normal (0,27%, Na+). Um estudo realizado com uma amostra brasileira, utilizando o método 

padrão-ouro de coleta de urina de 24 horas para medir o consumo de sódio em humanos 

estabeleceu uma correlação da elevação da pressão arterial sistólica com ingestão de cloreto de 

sódio, 3 vezes superior à 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 ingestão moderada de 

sódio do desmame até a 12ª semana apresentaram concentrações de sódio e potássio no LCR 

superiores às encontradas em ratos controle, apesar de não haver mudança nas concentrações 

desses íons no plasma. Este achado sugere uma correlação entre o consumo de sal, os níveis de 

sódio e potássio no LCR e a pressão arterial elevada.  

A maioria dos modelos experimentais de hipertensão dependente de sal exige condições 

experimentais estritas ou uma carga de sal superestimada em comparação com o teor de sal na 

dieta humana. Dados desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa já demonstraram que essa 

dieta não altera o padrão de crescimento e o consumo alimentar dos animais, sugerindo que a 

quantidade de sódio adicionada à dieta (0,9% Na+) não afeta a nutrição geral dos ratos (Gomes 

et al., 2017). Além disso, a substituição da dieta HS pela dieta regular de sódio não afetou a 

ingestão de alimentos, conforme avaliado na 15ª semana. Portanto, as 12 semanas de dieta HS 

podem ter pouco efeito sobre o mecanismo regulador da ingestão de alimentos neste modelo.  

Foi demonstrado em outro trabalho que ratos desmamados que beberam solução salina 

em substituição a água durante 8 semanas comeram e cresceram menos que os respectivos 

controles (Moreira, M. C. S. et al., 2014). É possivel concluir que essa abordagem promovendo 

redução na ingesta pode comprometer o estado nutricional dos animais e trazer outros fatores 

hipertensivos, uma vez que estudos anteriores propuseram que a restrição protéica pode resultar 

em disfunções cardiovasculares (De Brito Alves et al., 2014). Nesse trabalho, ratos foram 

expostos à sobrecarga de sódio logo após o desmame, que é um período crucial de crescimento 

e maturação de vários mecanismos de ajustes fisiológicos (Alexander, 2006). O modelo foi 
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projetado propositalmente para que pudéssemos combinar a condição de dieta dos seres 

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

Achados do nosso laboratório concluíram que o fato de a ingestão de água ser maior em 

ratos HS12W sugere que a dieta com 0,9% Na+ está estimulando a sede dos animais, 

possibilitando que o sódio extra possa ser diluído para concentrações isotônicas no organismo 

(De Luca Junior, 2013; Gomes et al., 2017).  

A alta produção de urina, a concentração de sódio na urina e a excreção de sódio 

sugerem fortemente que o sódio extra foi excretado dentro de um volume de urina maior 

(Gomes et al., 2017). Consequentemente, nesses animais o balanço de sódio é mantido próximo 

do normal entre os grupos. Esse dado, conjuntamente com o fato de não observarmos alteração 

no nível de sódio plasmático, osmolalidade e concentração de albumina, elimina a possibilidade 

de a hipertensão nesse modelo ser causada pelo acumulo de sódio no líquido extracelular 

periférico, com consequente hipervolemia. Esses aspectos fundamentais do nosso modelo têm 

implicações clínicas e fisiológicas importantes, porque a maior parte do sódio extra ingerido foi 

excretado na urina, mimetizando as condições fisiológicas dos seres humanos que consomem 

dietas “high-sal”. 

Sabe-se que o aumento da concentração plasmática de sódio reduz a secreção de renina, 

com a redução da angiotensina II circulante no sangue e, portanto, a reabsorção de sódio pelos 

rins, a fim de manter os níveis plasmáticos de sódio dentro de limites restritos de variação (De 

Luca Junior, 2013). Para produzir hipertensão em ratos adultos sob dietas com teor de sódio 

próximo ao que os seres humanos ingerem (2% NaCl), é necessário o clampeamento dos níveis 

de angiotensina II. Essa abordagem tem sido amplamente utilizada e é chamada de modelo 

AngII-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 sódio (2% 

NaCl) de 21 dias a 12 semanas após o desmame, ou seja, 15 semanas de idade, aumentaram 

significativamente a pressão arterial média sem a necessidade de promover um aumento nos 

níveis circulantes de angiotensina II. É possível que possa ter ocorrido adaptações nos 

mecanismos de controle da secreção de renina no rim para impedir a depleção de angiotensina 

II no sangue neste modelo. Em um estudo com propósitos semelhantes aos nossos, Ufnal e cols. 

(Ufnal et al., 2011) verificaram que ratos alimentados com dieta com sódio a 0,82% (perto dos 

níveis de sódio usados em nosso modelo experimental) por oito semanas após o desmame não 

aumentaram os níveis de PA, mesmo quando o teor de sódio aumentou para 3,28%. Esses 
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achados podem sugerir que a hipertensão dependente de sódio parece depender principalmente 

do tempo de exposição e menos da magnitude da sobrecarga de sódio. Isso explicaria por que 

esses autores não encontraram alterações 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 

alteração significativa na FC. 

Estudos prévios mostraram que a dieta a 2% de NaCl (0,9% Na+) durante um período 

de 2 semanas não produziu nenhum aumento significativo na pressão 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 sódio de 0,9%, de tal forma que 

aumentos na pressão arterial não seriam necessários para produzir natriurese dependente da 

pressão, como proposto por Guyton e Coleman em 1972 (Guyton et al., 1972b). Se a natriurese 

dependente de pressão em modelo de hipertensão sal-sensível é tomado como ponto de partida, 

sem considerar os mecanismos neurogênicos, o aumento da PA pode ser interpretado como um 

resultado de dano renal devido à exposição crônica à sobrecarga de sódio.  

Dados anteriores mostraram que uma carga muito alta de sódio (8% NaCl) na dieta por 

8 semanas após o desmame pode, de fato, resultar em hipertensão mais grave, secundária e 

fortemente correlacionada com a deterioração da função renal, com altos níveis de proteinúria 

(Gu, J.-W. W. et al., 2008). Nesse cenário, o aumento da PA pode ser necessário para manter a 

excreção de sódio e, portanto, o equilíbrio hidroeletrolítico. Para testar essa hipótese, avaliamos 

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

Nossos dados mostram claramente que a função renal de ratos alimentados com dieta 

HS parece operar dentro de uma faixa normal, uma vez que o clearance de creatinina, as 

concentrações plasmáticas de uréia e o balanço de sódio não foram diferentes daqueles 

encontrados em ratos com dieta regular. A urina com baixa concentração de uréia é 

provavelmente o resultado do aumento do fluxo urinário de ratos alimentados com dieta HS, 

diluindo ainda mais a uréia em um maior volume de urina. Além disso, a análise histológica 

das estruturas dos corpúsculos renais também sugeriu que os índices de glomeruloesclerose em 

ratos alimentados com dieta HS são semelhantes aos encontrados em ratos controle, 

contrariando a hipótese de que a PA aumenta como conseqüência de dano renal. A espessura 

da parede do ventrículo esquerdo e a razão entre a espessura da parede ventricular esquerda 

pelo diâmetro do lúmen do ventrículo esquerdo não foi diferente entre os ratos Cont e HS, 

sugerindo que a dieta com sódio a 0,9% não induziu hipertrofia cardíaca durante as 12 semanas 
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de exposição à dieta com alto teor de sódio. Portanto, uma origem neurogênica para hipertensão 

relatada neste estudo, como proposto na literatura para outros modelos de hipertensão 

dependentes de sal (Stocker et al., 2010; Averina et al., 2015), parece ser o candidato mais 

provável para explicar os altos níveis de PA. 

Os mecanismos neurogênicos exatos que operam na hipertensão dependente de sal não 

são totalmente compreendidos. Entretanto, vários estudos têm oferecido contribuições valiosas 

para melhor entendê-lo, assim: (1) a dieta com cloreto de sódio a 2% (aproximadamente 0,9% 

de sódio) combinada à infusão de angiotensina II produziu hipertensão, que é amplamente 

dependente da tônus simpático no leito esplâncnico (King et al., 2007); (2) o excesso de 

ingestão de NaCl por 14 dias produziu maiores respostas simpáticas esplâncnicas ao 

neurotransmissor excitatório exógeno L-glutamato e neurotransmissor inibitório GABA e 

alterou a regulação angiotensinérgica de neurônios (Adams et al., 2008) na medula lateral 

ventral rostral (RVLM), um aglomerado de neurônios bulbos espinais fornece a maior parte da 

excitação para os neurônios vasomotores pré-ganglionares simpáticos que transmitem o 

estímulo simpático ao sistema cardiovascular (Colombari et al., 2001; Sved et al., 2001); (3) a 

lesão do OVLT atenuou acentuadamente a elevação da PA produzida pela infusão de 

angiotensina II 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 II-sal dependente 

(Collister et al., 2013).  

Tais evidências sugerem fortemente que o sistema nervoso central desempenha um 

papel importante na patogênese da hipertensão dependente de sódio. Assim, decidimos explorar 

possíveis mecanismos neurogênicos operando em nosso modelo de hipertensão dependente do 

HS. Como primeiro passo, o bloqueio ganglionar foi realizado, uma abordagem experimental 

também utilizada em estudos clássicos da hipertensão essencial humana (Doyle e Smirk, 1955).  

Nós mostramos que a hipertensão induzida por dieta HS é dependente de drive 

simpático, porque os animais HS tiveram uma queda maior no nível de PA após o bloqueio 

ganglionar. Além disso, o BP estabilizou-se ao mesmo nível nos grupos HS e Cont, sugerindo 

que a vasoconstrição por mecanismos hormonais ou aumento do volume plasmático pode não 

ser o principal estímulo hipertensivo em nosso modelo. 

A análise do intervalo sistólico revelou um aumento no componente VLF contribuindo 

para a densidade de potência total no grupo SH, o que pode ser interpretado como uma 

contribuição maior de alguns fatores humorais para a variabilidade total da FC (Akselrod et al., 
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1981) de ratos HS. Estudos mais detalhados são necessários para aprofundar nossa 

compreensão de tais fatores humorais na hipertensão dependente de sal. A análise da 

variabilidade no domínio da frequência também mostrou que a razão LF/HF foi maior no grupo 

HS, o que pode ser interpretado como uma contribuição aumentada da modulação simpática à 

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 relação LF/HF foi maior nos grupos HS não 

porque a modulação simpática aumentou, mas porque o componente HF foi reduzido no grupo 

HS, o que provavelmente reflete a diminuição da arritmia sinusal respiratória, que está ligada à 

saída cardiovagal parassimpática (Goldstein et al., 2011). Como a banda LF foi semelhante 

entre os grupos HS e Cont, a ingestão de sal pode não estar afetando a modulação barorreflexa 

da PA, mas facilitando uma maior contribuição simpática. A variabilidade no domínio do tempo 

avaliada pelo RMSSD foi menor nos ratos HS e HS Unload, o que corrobora com a idéia de 

arritmia sinusal respiratória reduzida devido à alta ingestão de sódio, pois, o RMSSD também 

pode estar ligado a esse fenômeno (Goldstein et al., 2011). Quando a dieta com alto teor de 

sódio foi substituída pela dieta regular de sódio, a PA de repouso diminuiu para níveis próximos 

aos encontrados em ratos controle, e o bloqueio ganglionar deixou de produzir um efeito 

significativamente maior. Em conjunto, estes achados indicam que o impulso simpático parece 

ser o mais importante mecanismo que sustenta a PA elevada em ratos Wistar alimentados com 

dieta HS. 

Outros estudos também propuseram que a ingestão de sódio induz hipertensão através 

de mecanismos sensoriais osmóticos que ativam as vias simpáticas (Toney et al., 2003a; Shi et 

al., 2008; Toney e Stocker, 2010a). No entanto, não encontramos aumento estável da 

osmolalidade plasmática em ratos HS. Isso pode indicar que os mecanismos periféricos de 

detecção osmótica não estão operando continuamente para suportar o aumento do impulso 

simpático em nosso modelo.  

Examinando evidências para apoiar a ideia de que a ingestão de sódio poderia, de 

alguma forma, estimular o mecanismo central de controle do estímulo simpático, medimos as 

concentrações de Na+ e K+ no LCR e os encontramos acima do normal em ratos HS. Aumento 

do nível de sódio 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 sódio a 0,9% NaCl. O aumento da concentração de sódio no 

LCR também foi relatado em seres humanos sob dietas com altos teores de sódio (Kawano, 

Yoshida, Kawamura, et al., 1992) e pode ser um elemento chave para um incremento na 

atividade simpática eferente para o sistema cardiovascular.  

O plexo coróide regula a concentração de potássio no LCR por uma variedade de canais 

e trocadores iônicos, mantendo a concentração em torno da metade das concentrações 

encontradas no plasma (Brown et al., 2004b). Nossos dados mostraram que a concentração de 

potássio no LCR de ratos HS aumentou em 29% e a concentração de sódio aumentou em 6,5% 

quando comparada ao grupo Cont, sugerindo que mudanças na condutância da membrana para 

potássio através do plexo coroide também poderiam afetar a concentração de sódio no LCR 

(Brown et al., 2004b). Esta condição pode levar a uma mudança de gradiente eletroquímico no 

tecido encefálico, o que poderia permitir maior atividade neuronal nas regiões que controlam a 

atividade nervosa simpática. Essa hipótese é consistente com estudos que mostraram aumento 

da PA e do estímulo simpático quando as concentrações de sódio no LCR são elevadas (Huang 

e Leenen, 1998; Stocker et al., 2015a).  

Estudos realizados por Osborn et al. em 2014 demonstraram que a infusão 

intracerebroventricular de benzamil, um bloqueador de canais epiteliais de sódio (ENaC), 

impediu a fase neurogênica do modelo de hipertensão Ang II-sal dependente (Osborn et al., 

2014). Os autores especulam que o benzamil possa ter bloqueado a condutância de sódio no 

plexo coróide, permitindo que a concentração de sódio no LCR caia e, assim, reduza-se o 

estímulo de vias simpatoexcitatórias ativadas por osmoreceptores centrais (Osborn et al., 2014).  

Nossos resultados não mostraram alterações na concentração de cloretos ou na 

osmolalidade do LCR. Embora um aumento na concentração de sódio no LCR aumente a 

osmolaridade do mesmo, estudos recentes relatam que a osmolalidade e a concentração de sódio 

em fluidos extracelulares da pele versus plasma de ratos alimentados com high-sal podem 

mudar diferencialmente e não se correlacionar diretamente (Nikpey et al., 2017). Não sabemos 

se o aumento do potássio extracelular está contribuindo para a hipertensão induzida pelo sal, 

mas é plausível especular que também poderia ser responsável pela atividade neuronal mais 

alta do que o normal e, consequentemente, pelo aumento do estímulo simpático em ratos 

alimentados com HS. 

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

HS apresenta hipernatremia central, mas não periférica.  Sabe-se que hipernatremia periférica 
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promove uma hipertensão transitória  (Nishida et al., 1998; May et al., 2000; Pedrino et al., 

2005) e que aumentos agudos da osmolaridade plasmática contribuem para aumento da 

atividade simpática em roedores (Brooks, V. L. et al., 2004; Antunes et al., 2006b). Por isso, 

resolvemos avaliar se aumentos agudos na osmolaridade plasmática no modelo HS12W 

alteraria a resposta pressora e a reatividade simpática.  

Dados da literatura já demonstram que a injeção sistêmica de salina hipertônica aumenta 

significativamente a atividade simpática e a pressão arterial em ratos sob dieta com conteúdo 

normal de sódio (Weiss et al., 1996b; Stocker e Toney, 2005) e promove alterações no perfil 

hidroeletrolítico, com resposta dipsogênica e natriurética (Bourque et al., 1994; Kraly et al., 

1995). O que foi semelhante aos resultados encontrados por nós no grupo controle. Contudo a 

infusão de salina hipertônica em animais acordados do grupo HS promoveu menor resposta 

pressora e menor volume urinário em comparação ao controle, possivelmente como ajuste 

cardiovascular e hidroeletrolítico a uma súbita elevação do sódio circulante.  

Os rins exercem papel crucial na regulação da pressão arterial a longo prazo, com 

participação na excreção/retenção de sódio, reabsorção de água e consequente regulação dos 

fluidos corporais e homeostase hidroeletrolítica  (Dibona e Kopp, 1997; Guyenet, 2006b; Bie e 

Evans, 2017). Dessa forma, nós acreditamos que as respostas reduzidas de animais HS fazem 

parte de uma adaptação no sistema renal do animal, possivelmente na expressão e densidade 

membranar de canais iônicos e transportadores. Assim, de uma forma mais eficiente, os animais 

HS conseguem eliminar o sódio em excesso sem que seja necessário promover um aumento de 

pressão para induzir natriurese e retornar as variáveis a níveis basais rapidamente.  

 Para diferenciar respostas cardiovascular e hidroeletrolíticas ao estímulo osmótico 

versus estímulo osmótico produzido por sódio, ratos controle e HS também receberam infusão 

de uma solução de sorbitol com a mesma osmolaridade da solução de NaCl hipertônica. Tanto 

ratos do grupo controle quanto do grupo HS exibiram a mesma resposta pressora e mesmo nível 

de excreção de sódio, diferente do que ocorre para infusão de salina hipertônica. Esses 

resultados podem indicar que, no modelo HS12W, o processamento central da informação 

codificada pelo aumento de sódio nos líquidos extracelulares pode ser diferente do 

processamento codificado pela osmorrecepção em si, sugerindo uma diferenciação na ativação 

de vias simpatoexcitatórias que são ativadas quando o estímulo é oriundo de osmolaridade 

apenas ou de osmolaridade resultante do aumento de sódio extracelular (Chen e Toney, 2001; 

Kinsman, Browning, et al., 2017). 
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No intento de melhor entender os papeis da atividade simpática em diferentes leitos 

vasculares nas respostas à hipernatremia e hipersomolaridade agudas em ratos HS12W, 

experimentos envolvendo medida de atividade simpática lombar foram feitos em ratos 

anestesiados. Os dados, apesar de incipientes, sugerem que animais controle respondem à 

infusão de salina hipertônica com simpatoexcitação do leito lombar, corroborando dados da 

literatura (Weiss et al., 1996b). Contudo, ratos HS12W apresentam simpatoinibição do leito 

lombar.  

Pouco se sabe a respeito da contribuição da atividade simpática lombar para o controle 

da resposta pressora à hipernatremia aguda. A simpatoinibição à infusão de salina hipertônica 

já 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 vasodilatação renal e 

consequente aumento do fluxo sanguíneo renal que levaria a uma maior taxa de filtração 

glomerular, facilitando a excreção da carga de sódio administrada (Colombari e Cravo, 1999; 

Colombari et al., 2000; Pedrino et al., 2005). É possível que a menor resposta pressora dos 

animais HS, esteja relacionada a uma menor reatividade do leito lombar a infusão de salina 

hipertônica. O que poderia indicar que esses animais não precisam alterar toda sua fisiologia 

rapidamente, para provocar um aumento na pressão arterial e induzir natriurese (Guyton et al., 

1972b), revertendo o quadro de hipernatremia do plasma. Contudo mais experimentos são 

necessários para esclarecer quais os mecanismos envolvidos nessas respostas no modelo 

HS12W. 

Além da relação entre hipernatremia plasmática e hipertensão arterial, muitos estudos 

vem correlacionando aumentos significativos na reatividade simpática e na PA após um 

aumento agudo na concentração de sódio no LCR. O que sugere a existência de um mecanismo 

central sensível ao sódio que aumenta a atividade simpática (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 detecção de sódio regulam a 

ingestão do mineral através de um canal de membrana específico, os chamados canais Nax, que 

são expressos no OVLT e SFO (Noda e Hiyama, 2015; Nomura et al., 2019). O OVLT está 

localizado na LT, que possui barreira hematoencefálica 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 regiões adjacentes (Toney et al., 2003a). O principal alvo a jusante da 

projeção dos neurônios da LT é o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN), que modula a 
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atividade simpática nervosa sob certas condições, e promovem simpatoexcitação quando os 

estímulos osmóticos ou de sódio 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 concentração de sódio extracelular ativa os neurônios OVLT in vitro e in vivo (Vivas 

et al., 1990; Kinsman, Simmonds, et al., 2017; Nomura et al., 2019). Como um mecanismo 

sensível ao sódio também parece estar presente no OVLT pode-se supor que o sódio aumentado 

no cérebro pode ser sentido intrinsicamente pelos neurônios dentro do OVLT.  Contudo pouco 

se sabe a respeito da neurotransmissão angiotensinérgica na via LT-PVN. Estudos anteriores 

nos quais foram feitas lesões químicas da região AV3V já indicavam que o OVLT contém 

células que são responsivas a NaCl, oubaína e Ang II (Veerasingham e Leenen, 1997).  

Contudo, evidências indicando que tais neurônios detectaram diretamente mudanças 

fisiológicas nas concentrações de Ang II em específico ainda são ausentes (Veerasingham e 

Leenen, 1997; Huang et al., 1998).  

Segundo a literatura, o neurônios localizados no OVLT são um potencial alvo para Ang 

II circulante, por ser uma região do encéfalo que possui densa marcação para receptores AT1 

(Mckinley, Albiston, et al., 2003). Dessa forma, para avaliar se vias do prosencéfalo ativadas 

pela Ang II estavam envolvidas com a elevação da pressão arterial em ratos normotensos, 

microinjeções de Ang II foram realizadas no OVLT. As microinjeções indicaram que a Ang 

II é capaz de induzir aumento na pressão arterial, semelhante ao que ocorre quando da 

microinjeção de aLCR com alto teor de sódio (Kinsman, Simmonds, et al., 2017), e promover 

respostas seletivas na atividade simpática nervosa, com simpatoexcitação renal e esplâncnica e 

simpatoinibição renal. Reforçando que esses efeitos são mediados por neurônios do OVLT, 

injeções ao redor do órgão (±0,3mm caudal e rostral) não produziram o mesmo padrão de 

respostas. Corroborando com os nossos dados,  experimentos com lesões específicas na região 

do OVLT abolem o desenvolvimento de hipertensão em modelos AngII-sal dependente 

(Collister et al., 2013).  

A via LT-PVN, ativada por sódio e osmolaridade também está presente em estímulos 

angiotensinérgicos, sendo que a inibição bilateral dos neurônios do PVN com um agonista dos 

receptores GABAA (muscimol) aboliu todas as respostas ao estímulo provocado no OVLT. No 

trabalho de Kinsman e cols., a inibição do OVLT com muscimol, não aboliu por completo as 

respostas a infusão de NaCl intracerebroventricular. Segundo os autores, os neurônios do SFO 

também são em parte responsivos ao NaCl, e com o PVN sem inibição, a informação consegue 
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chegar ao centro vasomotor (Kinsman, Simmonds, et al., 2017). O que não aconteceu com os 

nossos experimentos, evidenciando papel chave do PVN como centro integrador das respostas 

e estímulos em regiões prosencefálicas.  

Até então sabe-se que o OVLT responde de diferentes formas ao cloreto de sódio e a 

soluções  de manitol de mesma osmolaridade (Kinsman, Browning, et al., 2017; Kinsman, 

Simmonds, et al., 2017) e agora a Ang II. Contudo os mecanismos pelos quais esses neurônios 

detectam essas mudanças extracelulares permanece desconhecido, indicando que 

possivelmente possam existir processos celulares distintos no mesmo órgão, que atuam de 

diferentes formas no controle da pressão, atividade simpática, e até mesmo a sede e secreção 

hormonal.  

É preciso reconhecer que um passo limitante dos experimentos do capítulo III é que por 

um longo tempo os animais foram conduzidos anestesiados com uretana. Contudo, mesmo que 

a anestesia impacte diretamente nos níveis pressóricos, a abordagem de registro simultâneo de 

nervos com gravação contínua no mesmo animal garante um melhor perfil das alterações em 

decorrência dos testes realizados. 

Em resumo, nossos resultados sugeriram que a PA elevada em nosso modelo de 

hipertensão dependente de sal pode resultar de um mecanismo neurogênico influenciado pelo 

aumento do conteúdo de sódio e potássio no cérebro, devido a exposição dos animais à ingestão 

de dieta HS desde o período pós-desmame até a vida adulta. E que provavelmente a exposição 

crônica dos animais a uma dieta com excesso de sal promove mudanças adaptativas tanto 

centrais como periféricas a respeito da osmopercepção ao sódio, no controle do balanço 

hidroeletrolítico e atividade simpática lombar, quando o organismo é exposto a uma nova 

sobrecarga de sódio aguda. Além disso, observamos que há uma forte conexão no eixo OVLT-

PVN, que consegue modular a atividade simpática e a pressão arterial em resposta a alterações 

na concentração extracelular de Ang II. Acreditamos que tal estudo possa acrescentar algumas 

peças ao complexo quebra-cabeça de elementos envolvidos na hipertensão relacionada ao 

sódio, e revelar novas estratégias para tratar essa patologia no futuro. 
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Ao final desse trabalho, pode-se concluir que: 

 

• A ingestão crônica (do desmame até a 15 semanas de vida) de quantidades de sódio na 

dieta equivalentes àquelas ingeridas por humanos (modelo HS12W) resulta em aumento 

da pressão arterial associada a um aumento na concentração de sódio do LCR.  

 

• Animais HS12W apresentaram respostas cardiovasculares a picos de sódio na corrente 

sanguínea, possivelmente associado, mas não restrito, a redução da atividade simpática 

lombar. 

 

• O OVLT pode identificar aumentos na concentração extracelulares de Ang II, promovendo 

um aumento na pressão arterial e mudanças seletivas na atividade simpática 

(simpatoexcitação esplâncnica, simpatoinibição lombar e nenhuma alteração no leito renal) 

que envolve vias ligadas ao PVN. 
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