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Resumo

Neste trabalho investigamos os efeitos de uma dieta rica em sédio sobre a
pressdo arterial de repouso e as respostas cardiovasculares induzidas pela
Angiotensina Il (Ang Il) injetada perifericamente em ratos da linhagem Fischer e
Wistar. Os animais foram divididos em grupos controles que receberam 0,27% de
sodio na dieta por 12 (FC12S, WC12S) e 15 (FC15S) semanas pos desmame e “high-
sodium” que foram submetidos a sobrecarga de sédio (0,90%) na dieta por 12
(FHS12S, WHS12S) el5 (FHS15S) semanas pds desmame. Um grupo de animais
(FHS12SD3S) foi submetido a dieta com sobrecarga de sodio por 12 semanas
seguido por dieta controle por mais 3 semanas. Quarenta e oito horas apds a cirurgia
de canulacédo, a pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram
registradas em ratos acordados. Alteracées na PAM foram induzidas por injecdes
intravenosas de Ang Il (12,5; 25; 50; 100; 200 e 400ng/kg) nos grupos FC12S,
FHS12S e 12; 50; 200 e 400ng/kg nos grupos FC15S, FHS15S, WHS12S e WHS15S.
Ratos Fischer ndo apresentaram aumento da pressao arterial quando comparados a
Wistar (114 + 1,3 mmHg (FHS12S) vs. 125 + 1,3 mmHg (WHS12S). Em relagéo a FC,
nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos (FC12S, FHS12S,
FC15S, FHS15S, FHS12SD3S, WHS12S e WHS15S). A dieta com sobrecarga de
sédio ndo alterou a sensibilidade de ratos Fischer e Wistar a Ang Il exdégena. As
concentracdes séricas de creatinina e ureia ndo foram alteradas com a sobrecarga de
sédio nos grupos FHS12SS e FHS15S, entretanto, teve uma diminuicdo no grupo
FHS12SD3S. O nivel sérico de albumina foi alterado em ratos Fischer submetidos a
dieta com sobrecarga de sédio por 12 e 15 semanas pds-desmame. A sobrecarga de
sédio também ndo alterou as concentracdes de sédio e potassio no fluido
cerebroespinhal (FCS) em ratos Fischer, mas o fez em Wistar. Em conclusao, a
sensibilidade a Ang Il exdgena nédo é alterada em animais submetidos a dieta com
sobrecarga de sédio (0,90% de sodio) independente de alteracbes nos niveis
pressoricos causadas pela mesma dieta em ratos da linhagem Wistar. Alteracdes nas
concentracbes de sodio e potassio no FCS podem ter impacto nas respostas

cardiocirculatorias em nosso modelo animal.
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Abstract

In this work, we investigated the effects of a sodium-rich diet on resting blood
pressure and cardiovascular responses induced by Angiotensin Il (Ang 1) peripherally
injected in Fischer and Wistar rats. For this, animals were divided into control groups
that received 0.27% sodium in the diet for 12(FC12S, WC12S) and 15(FC15S) weeks
after weaning and high-sodium that were submitted to sodium overload (0.90%) in the
diet for 12 (FHS12S, WHS12S) and 15 (FHS15S) after weaning. One group of animals
(FHS12SD3S) was submitted to diet with sodium overload for 12 weeks followed by
control diet for another 3 weeks. Forty eight hours after cannulation surgery, mean
arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) were recorded in agreed rats. Changes in
MAP were induced by intravenous injections of Ang 1l (12.5 25, 50, 100, 200 and 400ng
/ kg) in the groups FC12S, FHS12S and 12, 50, 200 and 400ng / kg in the groups
FC15S, FHS15S, WHS12S and WHS15S. Fischer rats showed no increase in blood
pressure when compared to Wistar (114 = 1.3 mmHg (FHS12S) vs. 125 + 1.3 mmHg
(WHS12S). Regarding heart rate (HR), no significant differences were observed
between the groups (FC12S, FHS12S, FC15S, FHS15S, FHS12SD3S, WHS12S e
WHS15S). The diet with sodium overload did not alter the sensitivity of Fischer and
Wistar rats to exogenous Ang Il. Serum creatinine and urea concentrations were not
altered with sodium overload in the FHS12SS and FHS15S groups, however, there
was a decrease in the FHS12SD3S group. Serum albumin level was altered in Fischer
rats submitted to a sodium overload diet for 12 and 15 weeks after weaning. Dietary
sodium overload also did not alter sodium and potassium concentrations in
cerebrospinal fluid (FCS) in Fischer rats, but did so in Wistar. In conclusion, the
sensitivity to exogenous Ang Il is not altered in animals submitted to diet with sodium
overload (0.90% sodium) regardless of changes in pressure levels caused by the same
diet in Wistar rats. Changes in sodium and potassium concentrations in the FCS may

have an impact on cardiocirculatory responses in our animal model.
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1. Introducéo

O aumento crénico da pressdo arterial (hipertensdo) € um dos maiores
problemas de saude humana (Guyenet, 2006a). Muitos fatores contribuem para o
desenvolvimento da hipertensdo arterial e incluem elementos genéticos,
desenvolvimentos de tumores secretores de hormoénios com acfes no sistema
cardiovascular e fatores ambientais e comportamentais como alcoolismo, tabagismos,
ingestao excessiva de gorduras e de sodio na dieta (Molina et al., 2003). A ingestao
excessiva de sodio na dieta tem sido apontada como fator pr6é hipertensivo para
humanos ha mais de 100 anos (Molina et al., 2003). Dentre os fatores que contribuem
para esse aumento exacerbado do consumo de sodio entre a populacdo podemos
citar o consumo de alimentos industrializados que possuem alto teor de sddio em sua
composicdo (Molina et al., 2003). Além do consumo cada vez maior de alimentos
industrializados, eles também estédo sendo incorporados cada vez mais precocemente
em nossa alimentacéo, até mesmo durante a fase de amamentacao. Assim, é possivel
que populacBes jovens expostas a alimentacdo com alto teor de sodio sejam mais
susceptiveis ao desenvolvimento de hipertensao arterial na vida adulta, resultando em
um gasto consideravel dos sistemas de saude para tratamento destes individuos.
Apesar de medidas que visam diminuir a concentracdo de sbédio em alimentos
processados, a estimativa é que em 2017 ainda os valores de consumo médio de
sédio figuem acima do limite maximo recomendado de 2000mg/dia (Souza Ade et al.,
2016). No entanto, os mecanismos fisioldgicos que explicam a relacdo entre o

aumento da ingestédo de sédio e hipertenséo ainda séo pouco entendidos.

Muitos autores propuseram e usaram modelos experimentais de hipertensao
soédio-dependente para estudar suas origens. Estudos realizados com dieta contendo
4% de cloreto de sédio (NaCl) (Osborn et al., 2000; Hendel e Collister, 2006; Osborn
et al., 2008) e 2% de NaCl ndo provocaram alteragdes nos niveis pressoricos em ratos
adultos (King et al., 2007; Osborn et al., 2012; Collister et al., 2013). Somente a
associagao dessas dietas (2% e 4% de NaCl) com Angiotensina Il (Ang Il), foi capaz
de provocar a hipertensdo nesses animais. Dessa forma, este modelo tem sido

utiizado para o estudo da hipertensdo arterial sodio-dependente. Uma das
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caracteristicas deste modelo, denominado Angll-sal, € o envolvimento do sistema
nervoso autonémico, em especial do simpatico, na manutencdo da presséo arterial
elevada. A infusdo de Ang Il na presenca de sal (Ang lI-sal) promove simpatoexcitacéo
e a manutencao do ténus simpatico elevado parece ser a causa da hipertensédo arterial
neste modelo (King et al., 2007; Yoshimoto et al.,, 2010; Osborn et al., 2011). A
sobrecarga de sddio associada a infusao cronica de Ang Il ativa o sistema nervoso
simpatico esplénico para aumentar o tdnus vasomotor (aumentando a resisténcia
periférica total e PA) (King e Fink, 2006; King et al., 2007; Osborn e Fink, 2010; Toney
et al., 2010; Osborn et al., 2011). Outro modelo de hipertensdo sal-dependente
reportado na literatura se baseia na oferta de uma solugdo com 0,9% de NaCl como
Unica fonte de fluido para animais (Adams et al., 2009; Guild et al., 2012). Nesse
modelo, os animais ndo podem fazer o controle adequado dos niveis de sédio nos
fluidos corporais por ser ofertado aos mesmos somente a solucao de salina, ou seja,
sem acesso a agua. Outro modelo de hipertensdo em ratos adultos € utilizado sendo
oferecido uma dieta contendo 8% de NaCl (Gu et al., 2008; Zhang et al., 2015). No
entanto, essa sobrecarga elevada de sal na dieta (8% de NaCl) provoca uma série de
alteracdes fisioldgicas e metabdlicas que provocam o aumento sustentado da PAM
(Gu et al., 2008; Zhang et al., 2015). A administracdo de mineralcorticoides em ratos
adultos (Wehrwein et al., 2014) ou a predisposi¢cao genética, ratos Dahl sal-sensiveis
(Ferrari e Mark, 1987; Huang e Leenen, 1998; Leenen et al., 2002; Foss et al., 2013;
Annoni et al., 2015) combinado com uma dieta com 2% de NaCl também foi capaz
de manter os niveis pressoricos elevados. Nestes modelos, a hipertensdo s6 é
alcancada em condicdes experimentais especificas e estritas, que na maioria das
vezes nao guardam algumas correlagbes com a hipertensdo arterial em seres

humanos.

Dados da literatura tém observado aumento de sédio na dieta acompanhado
pelo aumento da concentracdo de Na* no fluido cerebroespinhal (FCS) em ratos Dahl
sal-sensiveis (Dahl-S), sem alteracdes na concentragdo de Na* no FCS em ratos sal-
resistentes (Dahl-R) (Nakamura e Cowley, 1989). No estudo de Nakamura e Cowley,
eles ndo analisaram a concentracdo de K* no FCS. Comumente sdo realizadas
apenas analise da concentracao de sodio no FCS em modelos de hipertensdo sodio

dependente. Neste trabalho, os autores defendem a ideia de que o aumento da
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concentracdo de Na* no FCS pode estar contribuindo para a manutencédo da
hipertensdo, uma vez que, o aumento dos niveis pressoricos em ratos Dahl-S sob
dieta com sobrecarga de sodio (4% de NaCl) ocorreu ja no primeiro dia e alteracdes
na concentracéo de sodio no FCS ocorreu apenas depois de alguns dias (Nakamura
e Cowley, 1989). Outro ponto importante, quando se trata de estudos com modelos
animais que recebem sobrecarga de soédio na dieta, é o balanco de sédio (que € a
diferenca entre o sédio ingerido, menos o sodio excretado na urina em 24h) e balanco
de 4gua (que é a diferenca entre a ingestdo de agua e o volume urinario de 24h). O
resultado do balanco de sédio é relevante para saber qual a porcentagem de sédio
ingerida na dieta esta sendo excretado na urina (Nakamura e Cowley, 1989). Em
modelos animais submetidos a sobrecarga de sédio na dieta, também sdo analisados
as concentracdes de sddio e potassio plasmatico, que apesar do aumento da ingestao
de sddio na dieta em ratos Dahl-S e Dahl-R, ndo sdo encontradas diferengas nas
concentracbes de sodio e potassio no plasma (Ferrari e Mark, 1987). Andlises
bioquimicas das concentracfes de creatinina e ureia sdo importantes para se avaliar
a funcéo renal (Rosner e Bolton, 2006). Um indicativo de desidratacdo aguda também

pode ser realizada pela andlise dos niveis séricos de albumina (Busher, 1990).

1.1. Sistema renina-angiotensina e hipertensao

Um importante mecanismo no controle da presséao arterial (PA) é o sistema
renina angiotensina aldosterona (SRAA) (Drenjancevic-Peric et al., 2011). Alguns
estimulos, como por exemplo, a diminuicao da PA e reducéo da concentracéo de sédio
sérico levam a liberacdo de renina pelos rins. A renina ao ser liberada na corrente
sanguinea promove uma cascata de formacdo, onde a renina converte o peptideo
angiotensinogénio (que é produzido no figado) em angiotensina | (Ang 1), que logo
apos é convertida em Angiotensina Il (Ang Il) pela enzima conversora de angiotensina
(ECA) (Drenjancevic-Peric et al., 2011). A Ang Il € um peptideo envolvido ndo s6 no
controle cardiovascular, mas também no balanco hidroeletrolitico. Quando a Ang Il se
liga aos seus receptores do tipo AT1, no sistema nervo central (SNC) promove um

aumento da atividade simpatica; quando a Ang Il se liga na vasculatura periférica
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promove vasoconstricdo das arteriolas; além disso, a Ang Il estimula a liberagéo de
aldosterona pelo cortex da supra renal, o que vai levar a reducéo na excrecéo de sodio
e 4gua na urina (De Luca Junior et al., 2013). Desempenhando esses papéis a Ang |l
aumenta a retencdo de agua e sodio, o volume sanguineo e a PA. Por outro lado, o
aumento do cloreto de sodio (NaCl) na dieta vai fazer com que se tenha um aumento
de sédio no liquido extracelular, logo, o aparelho justaglomerular, responsavel pela
producado de renina, vai reduzir a producao de renina e consequentemente tera uma
reducdo dos niveis plasméaticos de Ang Il (Rocha et al., 1999). Em modelos animais
esse mecanismo é bem controlado, se o animal ingere mais soédio na dieta, ele
consegue eliminar esse excesso de sodio de tal forma que néo fique hipertenso. Ja é
reportado na literatura que ratos ditos “sal-sensiveis” (Dahl-S) tém uma expressao
aumentada do gene renina e que possivelmente essa maior expressividade do gene
da renina seria responséavel pelo aumento dos niveis pressoricos quando expostos a
uma dieta com sobrecarga de sédio (Haywood et al., 1984). Além disso, outro possivel
mecanismo responsavel a sensibilidade ao sédio seria uma anormalidade na resposta
vascular periférica a Ang Il. No estudo de Chamarthi e colaboradores eles observaram
uma maior resposta da PA a Ang Il em individuos normotensos submetidos a uma
dieta com alto teor de sodio em relacdo aos individuos também normotensos
submetidos a dieta com baixo teor de sédio. Entretanto, individuos hipertensos nao
apresentaram diferencas na resposta da PA em ambas as dietas. Desta forma, eles
concluiram que individuos hipertensos “sal-sensiveis” submetidos a dieta com alto
teor de sddio tém uma resposta vascular anormal a infusdo de Ang Il (Guyenet,
2006b).

Logo, o entendimento de quais mecanismos fisioldgicos estdo envolvidos nas
adaptacdes a sobrecarga de sédio iniciado de forma precoce em nossas vidas é de
grande relevancia para implementacdo de medidas preventivas ou de terapias
adequadas para a hipertensao no individuo adulto.

Portanto, considerando o fato de que existe uma relagcdo entre Ang Il e
sobrecarga de sédio na dieta (Kanagy e Fink, 1993), a principal hipétese deste
trabalho é que também a sensibilidade a Ang Il exdgena possa estar envolvida com o
aumento dos niveis pressoricos em animais submetidos a dieta com sobrecarga de
sédio desde o desmame. Para tanto, em nosso trabalho procurou-se desenvolver um

modelo mais fisioldgico de hipertensdo dependente de sddio em diferentes linhagens
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(Fischer e Wistar) e testar a sensibilidade a Ang Il periférica nestes modelos animais.
Ja é reportado na literatura que ratos da linhagem Fischer apresentam diferencas
morfoldgicas, sensoriais e motoras em relacdo a ratos da linhagem Wistar (Webb et
al., 2003). Além disso, ratos Wistar tem mais susceptibilidade de desenvolver tumores
intestinais pela injegcdo subcutanea com 1,2-dimetilhidrazina (DMH) do que ratos
Fischer (Veceri¢ e Cerar, 2004). No entanto, em relagcdo a sindrome metabdlica,
parece haver semelhancgas observadas entre ratos da linhagem Fischer (De Castro et
al., 2013) e Wistar (De Moura et al., 2009; Ghezzi et al., 2012) submetidos & uma dieta
rica em frutose até a vida adulta. Tendo em vista, as peculiaridades observadas em
ratos Fischer e Wistar, nés investigamos se, em nosso modelo animal com sobrecarga
de sodio na dieta, o fator linhagem, € responsavel por diferencas na PA e

responsividade do animal a Ang Il
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2. Objetivos

2.1 Principais

1. Determinar quais sé@o os efeitos de uma dieta contendo sobrecarga de sédio
sobre a presséo arterial de ratos das linhagens Fischer e Wistar.
Investigar as acoes cardiovasculares da angiotensina Il nestes animais.

3. Determinar as alteracdes que ocorrem no balanco hidromineral destes animais

em funcgéo da dieta contendo sobrecarga de sodio.

2.2 Estratégia experimental

¢ Induzir aumento na ingestao de sédio por meio de dieta contendo 0,90% (p/p)
do mineral em ratos das linhagens Fischer e Wistar a partir da 32 (pés
desmame) até a 122 semana de vida.

¢ Induzir aumento na ingestao de sédio por meio de dieta contendo 0,90% (p/p)
do mineral em ratos das linhagem Fischer a partir da 32 (p6s desmame) até a
152 semana de vida.

e Avaliar o balangco hidromineral nestes animais a intervalos regulares de 4
semanas.

e Determinar se este protocolo experimental induz hipertensao arterial em ratos
de ambas as linhagens apés 12 semanas sob a dieta contendo 0,90% de sédio.

e Determinar se este protocolo experimental induz hipertenséo arterial em ratos
da linhagem Fischer apds 15 semanas sob a dieta contendo 0,90% de sodio.

e Avaliar as respostas cardiovasculares a angiotensina Il administrada
intravenosamente nestes animais.

e Verificar se a troca da dieta contento 0,90% de sédio pela dieta contendo niveis
normais de sodio (0,27%) a partir da 122 até a 152 semana tem implicagbes
relevantes sobre a pressao arterial e respostas cardiovasculares a angiotensina
Il em ratos da linhagem Fischer.

e Avaliar alteracbes na concentracdo de sodio e potassio no fluido
cerebroespinhal (FCS) em ratos Fischer alimentados com sobrecarga de sodio

na dieta por 12 e 15 semanas p0s desmame.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais e grupos experimentais

No presente trabalho, foram utilizados ratos das linhagens Fischer e Wistar

submetidos a dietas com teores controlados de sédio a partir de 21 dias de idade (no

desmame). Estes animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais, de

acordo com dieta e linhagem:

1.

Grupo FHS12S: 23 ratos Fischer divididos em gaiolas coletivas (até 4
ratos/gaiola) com livre acesso a racao contendo 0,90% (p/p) de sédio e agua
de torneira por 12 semanas. O objetivo deste grupo foi avaliar alteracbes
cardiovascular apos a sobrecarga de sodio na dieta por 12 semanas.

Grupo FC12S: 27 ratos Fischer divididos em gaiolas coletivas (até 4
ratos/gaiola) com livre acesso a racao contendo 0,27% (p/p) de sbédio e agua
de torneira por 12 semanas. Este grupo foi o controle do grupo sobrecarga de

sédio por 12 semanas.

Grupo FHS15S: 13 ratos Fischer divididos em gaiolas coletivas (até 4
ratos/gaiola) com livre acesso a racao contendo 0,90% (p/p) de sédio e agua
de torneira por 15 semanas. O objetivo deste grupo foi avaliar alteracbes

cardiovascular apés a sobrecarga de sédio na dieta por 15 semanas.

Grupo FHS12SD3S: 13 ratos Fischer divididos em gaiolas coletivas (até 4
ratos/gaiola) com livre acesso a racdo contendo 0,90% (p/p) de sédio e agua
de torneira por 12 semanas e, em seguida, racao contendo 0,27% (p/p) de sodio
e agua de torneira por mais 3 semanas. O objetivo deste grupo foi avaliar
alteracdes cardiovasculares ap0s a recuperacgao por 3 semanas da sobrecarga

de sddio na dieta por 12 semanas.

Grupo FC15S: 13 ratos Fischer divididos em gaiolas coletivas (até 4
ratos/gaiola) com livre acesso a ra¢do contendo 0,27% (p/p) de sodio e 4gua

de torneira por 15 semanas. Este grupo foi o controle do grupo sobrecarga de

23



sédio por 15 semanas e sobrecarga de sodio por 12 semanas seguido por 3

semanas de recuperagao.

6. Grupo WHS12S: 13 ratos Wistar divididos em gaiolas coletivas (até 4
ratos/gaiola) com livre acesso a racao contendo 0,90% (p/p) de sodio e agua
de torneira por 12 semanas. O objetivo deste grupo foi avaliar alteracbes

cardiovascular apos a sobrecarga de sodio na dieta por 12 semanas.

7. Grupo WC12S: 17 ratos Wistar divididos em gaiolas coletivas (até 4
ratos/gaiola) com livre acesso a racao contendo 0,27% (p/p) de sédio e agua
de torneira por 12 semanas. Este grupo foi o controle do grupo sobrecarga de

sédio por 12 semanas.

Todos os procedimentos aqui adotados foram realizados de acordo com as
normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) institucional
(protocolos de n°® 2014/63, 2016/15, 2016/16).

Todos os ratos foram alojados no Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP
durante as 12 ou 15 semanas inerentes a cada protocolo, sob temperatura (22-24°C),
umidade (40-60%), luz: ciclo escuro (12h: 12h) controlados até a realizacdo dos

procedimentos experimentais.

3.2 Dieta

A dieta utilizada foi a racdo para roedores comercial da marca Nuvilab CR1

(Quimtia®) cuja composicdo principal € mostrada na tabela 01.

Todos 0s grupos experimentais receberam a ragao triturada, com o conteudo
de sddio ajustado para 2% naquela dieta ofertada aos grupos sob sobrecarga de
sédio. A racdo contendo alto teor de sodio foi obtido por adigdo de cloreto de sédio
P.A. (Synth® Ltda) até o teor final de 0,90% de sbdio p/p.
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Tabela 1 — Composicdo da racdo comercial Nuvilab CR-1 (Quimtia®).

Min/max Unidade
Umidade Max 125 g/Kg
Proteina bruta Min 220 g/Kg
Extrato etéreo Min 40 g/Kg
Materia mineral Max 90 g/Kg
Fibra bruta Max 70 g/Kg
Calcio Min-max 10-14 g/Kg
Fasforo Min 8000 mg/Kg
Vitamina A Min 13.000Ul/kg
Vitamina D2 Min 2.000 Ul/kg
Vitamina E Min 34 Ul/kg
Vitamina K3 Min 3 mg/kg
Vitamina B1 Min 5 mg/kg
Vitamina B2 Min 6 mg/Kg
Vitamina B6 Min 7 mg/Kg
Vitamina B12 Min 22mcg/kg
Niacina Min 60 mg/kg
Pantoten de célcio Min 20 mg/kg
Acido félico Min 1 mg/kg
Biotina Min 0,05 mg/kg
Colina Min 1.900 mg/kg
Sadio Min 2.700 mg/kg
Ferro Min 50 mg/kg
Manganés Min 60 mg/kg
Zinco Min 60 mg/kg
Cobre Min 10 mg/kg
lodo Min 2 mg/kg
Selénio Min 0,05 mg/kg
Cobalto Min 1,5 mg/kg
Flaor Max 80 mg/kg
Lisina Min 12 g/kg
Metionina Min 4.000 mg/kg
BHT 100 mg/kg

3.3. Medidas de ingestdo de 4gua, racao e coleta de urina

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas metabdlicas Tecnoplast®
na 42, 823, 122 e 152 semana apds o desmame. Em cada semana analisada, os animais
permaneceram por 48 horas na gaiola, sendo as primeiras 24 horas destinadas a
adaptacdo do animal ao novo ambiente. As ultimas 24 horas foram destinadas a
obtencdo das medidas precisas da ingestdo de agua, racédo e volume urinario dos
animais por gravimetria e obtencdo de amostras de urina para determinacoes
bioquimicas posteriores. A ingestdo de alimento e agua foram calculados como a
diferenca entre a quantidade inicial de racédo e agua ingeridos e a remanescente 24

horas apds. Amostras de urina (2 mL) coletados por gravimetria foram estocados a -
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20°C até o momento da determinacgdo das concentracdes de sodio e potassio. A figura
1 representa, de forma esquemaética, o funcionamento da gaiola metabdlica utilizada

€m NOSSOsS experimentos.

Figura 1. Esquema das gaiolas metabdlicas utilizadas no experimento, mostrando o procedimento de
guantificaco e coleta. Ingestdo de comida (painel A), &gua (painel B) e coleta de urina (painel C): Na
43 82 122 e 152 apOs o desmame, os ratos foram alojados individualmente em gaiolas metabdlicas
(Tecnoplast®), por um Unico periodo de 48 horas e fornecido 4gua da torneira e alimentados com ragéo
regular ou com um alto teor de sodio ad libitum. As amostras de urina foram imediatamente congeladas
a -20°C logo apés a coleta e mantidas nessa temperatura até a andlise. Posteriormente, os ratos foram
novamente colocados em gaiolas coletivas e fornecido agua da torneira e alimentados com ragéo

regular ou com alto teor de sddio ad libitum.

3.4. Implante de cénulas arteriais e venosas

Para confeccdo das canulas foram utilizados tubos de polietieno PE-50
soldados a tubos de polietileno PE-10 sendo as dimensdes ajustadas de acordo com
a massa corpoérea do animal. Antes do implante, o interior das céanulas foi lavado e
preenchido com solucao isotdnica de cloreto de sodio e fosfatos (PBS). A extremidade
PE-50 de cada canula foi obstruida com pino de metal esterilizado.

Os animais foram anestesiados com injecéo intraperitoneal de uma mistura de
guetamina (80mg/kg) e xilazina (7mg/kg). Em seguida, analgésico (cetropofeno, 2
mg/kg, intramuscular) foi administrado. Os animais foram postos em posi¢ao decubito
dorsal e tricotomizados na regido ventral da pata traseira direita. Apos incisdo na
regido inguinal, o trigono femoral foi exposto. Artéria e veia femorais foram expostas

e dissecadas. Os vasos foram cateterizados com a por¢cédo PE-10 das canulas e o PE-
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50 externo foi transpassado subcutaneamente ao dorso do animal e sua extremidade
distal exteriorizada na regiéo interescapular. Ao final do procedimento, as regides que
sofreram incisdo foram suturadas. Apés a cirurgia, antibidtico penicilina 30.000Ul/kg
foi administrada subcutaneamente. Cada animal se recuperou da cirurgia em gaiolas
individuais por um periodo de 48 horas com livre acesso a agua e respectivas dietas

inerentes a cada grupo experimental.

3.5. Registro de presséo arterial

Os animais previamente canulados (48 horas antes) foram conectados a um
transdutor de pressao (MLT0699) ligado a um pré-amplificador (BridgeAmp) e este a
um conversor analogico para digital PowerLab 4 da série 35. Imediatamente antes do
inicio do registro, 0,1 mL de uma solucdo de heparina em PBS (1000 Ul/mL) foi
injetada na canula arterial (pela extremidade do PE50 exteriorizada) para evitar a
formacéo de coagulos durante o registro. Os dados assim coletados foram utilizados
pelo software LabChar 8.1 for Windows para criar um registro temporal da presséo
arterial pulsatil do animal. Para tanto, os dados foram registrados a uma frequéncia
amostral de 1000 Hz (resolucao temporal) utilizando uma janela de digitalizacdo de
20 mV de amplitude (resolucédo espacial). A partir dos dados de presséo arterial
pulsatil, foram derivados os dados de presséo arterial média (PAM) e de frequéncia
cardiaca (FC) em tempo real. Um esquema do aparato é mostrado na Figura 2.

Oscilagdes de pressdo arterial pulsatil, média e |
frequéncia cardiaca. Resolugdo espacial: 20 mV. ——
Resolugdo temporal: 1ms (1000 Hz)

Canulas de polietileno 0
(PESO) . Computador equipado com
Canulas de o software LabChart® Pro (v. 8)
polietileno
—
(PESO/PE10) =l=<_ e -
mr\tpllantadaf na Conversor de sinal == .
arieria e veia (analégico/digital) i s ark o Ol
femoral. T X WM‘MW“WMWWWMMM*
* L o
Pré-amplificador
_':1_./_: analdgico (BridgeAmp)
\
J >N et
ok . L
"

oA S ]
el "f T de
v Pressdo
(MLT0699)

.Figura 2. Esquema para a aquisicdo de dados biolégicos pelo PowerLab.
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3.6. Curva dose resposta para Ang Il

As respostas cardiovasculares a Ang Il exdgena foram avaliadas por meio de
injecdo endovenosa nas doses 12,5, 25, 50, 100, 200 e 400 ng/Kg (Sigma® Ltda).
Uma solucao estoque de Ang Il foi preparada (1200 ng/mL), aliquotada em fracfes de
100 pL e estocada a -20°C até o momento do uso. A partir da solugdo estoque,
solugdes de trabalho foram preparadas por diluicdo e mantidas a 0°C em banho de
gelo até o momento da injecédo. As solucdes de Ang Il foram preparadas usando PBS
pH 7,20 como solvente (veiculo). Injecbes de veiculo apenas foram realizadas para

controle de volume injetado.

Os experimentos farmacolégicos foram conduzidos em animais néo
anestesiados e com livre movimentacdo na gaiola. Os parametros cardiovasculares
foram monitorados durante todo o periodo de adaptacdo do animal ao ambiente de
experimentacdo. Quando estes parametros mostraram-se estaveis, iniciou-se o
registro definitivo dos dados. O tempo total de registro perdurou por aproximadamente
50 minutos. Os niveis de pressao arterial e frequéncia cardiaca de repouso foram
guantificados durante este periodo, finalizado com a inje¢cdo endovenosa de veiculo.
Dez minutos apés a injecdo de veiculo, foi realizada a administracdo de uma das
doses de Ang Il selecionada aleatoriamente. O tempo de injecdo da Ang Il foi de
aproximadamente 30s. Cada animal recebeu no méaximo duas doses de Ang lII,
respeitando-se um intervalo minimo de 24h entre cada injecdo. Esse procedimento foi

realizado para evitar efeitos de taquifilaxia.

Para coleta do plasma, 72 horas apds o0 segundo registro, os animais foram
anestesiados com tiopental sodico (170 mg/kg). O térax foi aberto e uma amostra de
sangue (1,5mL) foi coletada a partir da veia cava inferior (porgéo toracica). Logo apos,
as amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 6.035 fcrl, na
temperatura de 23°C. O plasma foi entdo separado do sedimento e armazenado a -

20°C para analises posteriores. Estes protocolos estdo sumariados na Figura 3.

1 Forga centrifuga rotacional
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@ Injecdes endovenosas

Instrumentacgao Experimento
Canulacdo Veiculo/PBS  Angiotensina Il Eutanasia
— 20 30 [ —
2 dias | 1h | 3dias

Figura 3. Protocolo experimental para aquisicdo das respostas cardiovasculares a administracéo
endovenosa de Ang Il (e veiculo) em animais dos grupos controle e sob dieta com sobrecarga de sadio.
Apb6s 3 dias da Ultima sessao de registros 0os animais foram anestesiados com tiopental sédico para
retirada de amostra de sangue e eutanasiados em seguida.

3.7 Dosagens bioquimicas
3.7.1 Urina - SAdio e potassio

As andlises de sodio e potassio na urina foram realizadas no Laboratério de

Bioquimica Clinica da Escola de Farmacia (EF/UFOP).

Depois de descongeladas, as amostras de urina foram centrifugadas a 6.035
fcr por 10 minutos para sedimentar precipitados. Para determinacao da concentracéo
de sddio, uma amostra de 10uL do sobrenadante foi retirada e diluida a 1:1.000. Para
determinacdo da concentracdo de potassio, outra amostra de 1uL do sobrenadante
foi retirada e diluida 1:10.000. As leituras das concentracdes de sédio e potassio foram
realizadas em fotdbmetro de chamas (MicroNal B462®), contra um padrdo de sédio

utilizado na calibracéo prévia do aparelho.

3.7.2 Plasma — sodio, potassio, albumina, creatinina e ureia

As analises bioquimicas do plasma foram realizadas no Laboratorio de
Bioquimica Clinica da Escola de Farmacia (EF/UFOP) e no Laboratorio de Fisiologia

Endécrina e Cardiovascular — (LFEC). Para determinacdo da concentracdo de sodio
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e potassio plasmético, uma amostra de 25pL foi retirada e diluida a 1:200. A leitura da
concentracdo de sodio e potdssio plasmatico foram realizadas em fotébmetro de
chamas (MicroNal B462®), contra um padrdo de sédio utilizado na calibragédo prévia

do aparelho.

Para determinagfes das concentracdes plasmaticas de albumina, creatinina e
uréia, ensaios colorimétricos foram realizadas utilizando-se kits comerciais (Bioclin.
Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, Brasil). Todos os procedimentos
bioquimicos foram efetuados tal como descrito pelas instrucbes da empresa.
Determinacdo de albumina foi baseado no método de verde de bromocresol. A
creatinina foi medida pelo método de Jaffé modificado (Jaffe,1886) e ureia foi medida
pela determinacao colorimétrica de amonio resultante da degradacao enzimatica de

ureia.

3.7.3 Fluido cerebroespinhal (FCS) — so6dio e potassio

Para a amostragem do FCS, os animais sob anestesia foram colocados num
aparelho estereotaxico e 0os musculos occipitais foram suavemente removidos para
atingir a membrana atlantooccipital. Uma agulha 30G foi inserida na cisterna magna e
um volume de aproximadamente 80 uL de FCS foi retirado para andlise adicional de
sédio e potassio. As amostras foram armazenadas a -20°C. Para determinacdo da
concentracdo de sodio e potassio, 25 uL da amostra do FCS foi retirado e diluida
1:200. As leituras das concentracfes de sodio e potassio foram realizadas em
fotbmetro de chamas (MicroNal B462®), contra um padrdo de sodio utilizado na
calibracéo prévia do aparelho.

3.8 Andlise dos dados e estatistica

Os dados de presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) basais
foram determinados a partir da média dos valores registrados continuamente durante

0s primeiros 20 minutos do protocolo experimental.

As respostas cardiovasculares geradas pela injecdo de Ang Il exdgena foram

quantificadas detectando-se o pico maximo de variagdo da PAM e da FC. Para tanto,
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utilizou-se os valores da PAM e FC imediatamente antes da injecado (repouso),
quantificando-se as médias de PAM e FC num intervalo de 20s e os valores de pico
da resposta a Ang Il para PAM e FC (média de 5s no entorno dos picos), como
representado na figura 4. As magnitudes das respostas foram quantificadas
subtraindo-se os valores no repouso dos valores de pico de resposta. Estas respostas

foram comparadas entre 0s grupos experimentais para cada dose de Ang Il injetada.

250 — Injegdo de Angll
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P 200 =
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Figura 4. Tragados representativos da pressao arterial pulsatil (PAP), presséo arterial média (PAM)
e frequéncia cardiaca (FC) mostrando o perfil das respostas cardiovasculares evocadas pela injecao
de Ang Il (100 ng/kg de massa corporal). O tracado (20”) representa os valores da PAM e FC
imediatamente antes da injecdo (repouso), a seta indica o exato momento da injecéo (injecdo de Ang

II) e o tragado (5”) representa valores de pico da resposta a Ang Il para PAM e FC.
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A curva dose resposta gerada pela injecdo de Ang Il exdgena foi quantificada
detectando-se o pico maximo de variacdo da PAM em mmHg.s. Para tanto, utilizou-
se os valores da PAM 5 min logo depois da injecdo, subtraindo-se 5 min
imediatamente antes da injecao (repouso); 5-10 min depois da injecao, subtraindo-se
5 min (repouso); 10-15 min depois da injecdo, subtraindo-se 5 min (repouso). As
magnitudes das respostas foram quantificadas pela soma dos valores obtidos no
intervalos de 5, 10 e 15 min, subtraindo-se o valor de repouso. Estas respostas foram
comparadas entre 0s grupos experimentais FC12S, FHS12S, WC12S e WHS12S para
cada dose de Ang Il injetada.

Andlises estatisticas foram feitas no software GraphPad Prisma 6.0 para
Windows. Os dados estao representados como media * erro padrdo da média (SEM)
e as comparacdes entre grupos foram feitas utilizando a andlise de variancia (ANOVA)
de uma ou duas vias seguida pelos pés-teste de Bonferroni ou teste t de Student, nédo
pareado, quando cabivel. Diferenca significativa entre os pares de médias foram
definidos quando a probabilidade de se cometer erro tipo Il foi inferior a 5%, ou seja,
p<0,05
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4. Resultados

4.1 GRUPO FC12S e FHS12S
4.1.1. Massa corporal

Ratos sob dieta regular (FC12S) ou dieta com sobrecarga de sédio (FHS12S)
apresentaram massa corporal de 53 + 1 g e 51 £1 g respectivamente ao desmame e
completaram as 12 semanas de tratamento com 325 + 4 g e 327 16 g,
respectivamente. Na figura 5, estdo apresentados os dados de massa corporal e
ganho de massa dos animais FC12S e FHS12S. Ratos Fischer sob dieta com
sobrecarga de sédio (0,90%) ganharam massa corporal de forma semelhante a
animais do grupo controle em todas as semanas analisadas [30 = 1,8g; 36 + 0,9g; 34
+1,69;29+25¢g;30+2,8g;28+209g;16+1,79;17 +£3,0g; 14 +1,1g; 8,7 £3,8qg; 14
+4,09; 9,5+ 1,99 (FC12S) e 30 + 2,0g; 31 +1,4g; 37 +1,69; 32 + 1,1g; 28 + 2,1qg; 27
+ 1,29; 20+ 3,1g; 15 + 2,2g; 12 £ 4,79; 17 £ 5,39; 9 £ 3,89; 12 + 3,79 (FHS12S)].

ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni.

4.1.2. Ingestéo de ragéao

A ingestéo de racdo em vinte e quatro horas foi medida em gaiola metabdlica e
os resultados mostraram que os animais FHS12S consumiram a mesma quantidade
de racdo que aos do grupo FC12S (figura 5.C) na 42, 82 e 122 semana. O consumo
médio de alimentos em 24 horas na 42, 82 e 122 semana foi de 20 + 0,8 g/rato/24h
para o grupo controle e 21 + 0,8 g/rato/24h para o grupo sob dieta com sobrecarga de
sédio (0,90%). A ingestdo de racdo na 42, 82 e 122 semana analisadas foram: [20 +
1,0; 20 £ 0,5; 18 = 0,9 g/rato/24h (FC12S) e 21 £ 0,7; 22 + 1,0; 19 = 1,0 g/rato/24h
(FHS12S), respectivamente]. ANOVA de duas vias seguida pelo poés-teste de

Bonferroni.
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Ingestdo de ragéao
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Figura 5. Massa Corporal (A), ganho de massa (B) e ingestao de ragcéo (C) dos animais FC12S e

FHS12S. As medidas de massa corporal e ganho de massa foram realizadas semanalmente durante

12 semanas ap6s o desmame. Os ratos foram alimentados com dieta regular (0,27% de sédio; grupo

FC12S) ou dieta com sobrecarga de sédio (0,90% de sédio; grupo FHS12S) durante 12 semanas. A

ingestdo de racdo foi medida em gaiola metabdlica na 42 82 e 122 semanas. Dados foram

representados como média + erro padrdo da média (SEM).
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4.1.3. Ingestdo de sbdio, concentracao e excrecdo de sodio na urina, balanco de
sodio — FC12S, FC15S, FHS12S e FHS15S

A ingestdo de sodio foi calculada para cada rato multiplicando-se o consumo
de alimento em 24 horas pelo teor de s6dio em cada dieta experimental (0,117 mmol/g
na dieta regular e 0,391 mmol/g na dieta com sobrecarga de sédio). Como esperado,
0 consumo meédio de sodio em 24 horas na 42, 82, 122 e 152 semanas em ratos sob
dieta com sobrecarga de sodio foi maior (334%) que em ratos sob dieta regular. Two-
way ANOVA foi utilizado para comparacao entre os grupos FC12S e FHS12S até a
123S [2,4 £ 0,07; 2,45 + 0,04; 2,21 = 0,06 mmol/rato/24h (FC12S) e 7,9 £+ 0,17; 8,8 £
0,20; 7,4 £ 0,21 mmol/rato/24h (FHS12S) P < 0,0001]. One-Way ANOVA foi utilizado
para comparacao entre os grupos FC15S, FHS15S e FHS15SD3S [2,2 + 0,08; 6,6
0,25; 2,0 £ 0,13 mmol/rato/24h P < 0,0001] respectivamente na 152S; seguida pelo pods-
teste de Bonferroni. As comparagfes entre os grupos dentro de cada semana
encontram-se detalhadas na figura 6.A.

Na figura 6 (B e C) estdo apresentados os dados de concentracao e excrecao
de sodio na urina. A excrecao de sodio em 24 horas foi calculada como o produto da
concentragdo do ion pelo volume urinério em 24 horas. A concentragdo e excrecao de
sodio na urina foram em média 217% e 332 % mais elevados em ratos sob dieta com
sobrecarga de sddio respectivamente. Concentracao de sodio na urina na [43S 171 +
11,4; 83S 133 + 4,6; 123S 151 + 10,0 e 153S 160 + 14,2 mmol/L (FC12S e FC15S) e
353 + 10 na 43S; 359 + 10 82S; 285 + 20 mmol/L 123S; 330 + 19 na 153S (FHS12S e
FHS15S) e 142 + 16 mmol/L nal52S (FHS12SD3S) P < 0,0001. Excrecao de sédio na
urina [43S 1,80 + 0,10; 83S + 1,75 + 0,08; 123S 1,94 + 0,09 e 153S 1,7 + 0,14
mmol/rato/24h (FC12S, FHS12S) e 5,97 + 0,22 na 43S; 6,99 + 0,36 823S; 6,21 + 0,33
123S; 4,9 + 0,23 na 152S (FHS12S, FHS15S) e 1,70 + 0,19 mmol/rato/24h na 152S
(FHS12SD3S) P < 0,0001. Two-way ANOVA foi utilizado para comparacdo entre os
grupos FC12S e FHS12S até a 122S; One-Way ANOVA foi utilizado para comparacao
entre os grupos FC15S, FHS15S e FHS15SD3S na 152S; seguida pelo pés-teste de

Bonferroni.

O balanco de sédio em 24 horas (figura 6 D) foi calculado como a diferenca
entre a ingestao e a excrecao urinaria de sédio. Animais sob dieta com sobrecarga de

sédio tiveram o balanco de s6dio aumentado em relacdo a animais sob dieta controle
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[42S 0,60 + 0,11; 82S 0,69 * 0,06; 122S 0,27 + 0,12; 152S 0,48 + 0,08 mmol/rato/24h
(FC12S, FC15S) e 1,98 + 0,23 na 43S; 1,80 =+ 0,28 82S; 1,22 + 0,24 1223S; 1,69 + 0,36
1528S mmol/rato/24h (FHS12S, FHS15S) e 0,34 £ 0,19 mmol/rato/24h na 1523S
(FHS12SD3S) P < 0,01. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 6. Ingestao de sodio, concentragao de sodio na urina, excre¢ao de sodio e balango de sédio de

ratos FHS12S, FHS15S (0,90% de sédio na dieta); FC12S, FC15S (0,27% de so6dio na dieta) na 42, 82,
122 e 152 semanas e FHS12SD3S na 152S (A-D). Quadrados (FC12S, FC15S), circulos (FHS12S,
FHS15S) e triangulos (FHS12SD3S) dispersos representam valores individuais e as barras
representam valores médios da ingestdo de Na, concentracdo de Na na urina, excre¢cdo de Na e
balango de Na, com seus respectivos erros padrdo da média para cada grupo. As diferencas entre as
médias sao indicadas por letras sobre as colunas (a é significativamente diferente de b). Two-way
ANOVA foi utilizado para comparagao entre 0s grupos FC12S e FHS12S até a 122S; One-Way ANOVA
foi utilizado para comparacédo entre os grupos FC15S, FHS15S e FHS15SD3S na 152S; seguida pelo

pos-teste de Bonferroni e p <0,01.



4.1.4. Ingestdo de agua, volume urinério e balanco de 4gua - FC12S, FC15S,
FHS12S e FHS15S

A dieta com sobrecarga de sodio resultou em maior ingestdo de agua e maior

volume urinario em todas as semanas analisadas conforme mostrado na figura 7.

O balanco de &gua foi significativamente maior no grupo que recebeu a dieta
com sobrecarga de sdodio na 82 semana (22,1 + 1,3 mL/rato/24h FHS12S vs. 17,9 +
1,1 mL/rato/24h FC12S; two-way ANOVA, p <0,05).
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Figura 7. Ingestédo de agua, volume urinario e balango de agua em ratos FHS12S, FHS15S (0,90% de
sédio na dieta) e FC12S, FC15S (0,27% de sodio na dieta) na 42, 8% 122 e 152 semanas (A-C).
Quadrados (FC12S, FC15S) e circulos (FHS12S, FHS15S) dispersos representam valores individuais
e as barras representam valores médios da ingestédo de agua, volume urinario e balanco de agua com
seus respectivos erros padrdo da média para cada grupo. As diferencas entre as médias sdo indicadas
por letras sobre as colunas (a é significativamente diferente de b). Two-way ANOVA foi utilizado para
comparacao entre os grupos FC12S e FHS12S até a 122S; One-Way ANOVA foi utilizado para
comparacao entre os grupos FC15S, FHS15S e FHS15SD3S na 152S; seguida pelo pés-teste de

Bonferroni e p <0,05.
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4.1.5. Concentracdo de K*na urina e analises bioquimicas no plasma

A concentracdo média de potassio (K*) na urina em 24 horas na 42, 82 e 122
semanas foi, em média, 76,4 £ 4,6 mmol/L para o grupo FC12S e 48,0 £ 1,4 mmol/L
para o grupo sob dieta com sobrecarga de sodio [P = 0,0131] (figura, 8.A). O grupo
FHS12S tem quase a metade da concentragdo de K* na urina (62%) se comparado
com o grupo FC12S. Entretanto, quando foi analisada a excreg¢ao de K* na urina, nao
foi observada diferenca significativa entre os grupos [0,84 + 0,06; 0,83 + 0,03; 0,77 £
0,03 (FC12S) e 0,79 £0,06; 0,71 £ 0,05; 0,71 + 0,04 (FHS12S) na 42, 82 e 122 semana,
respectivamente. ANOVA de duas vias seguida pelo p6s-teste de Bonferroni.

Os resultados sumarizados na tabela 2 mostraram que a dieta com sobrecarga
de sbédio aumentou as concentracfes de albumina no plasma em ratos do grupo
FHS12S, sem altera¢gdes nas concentracdes de creatinina, ureia, sodio e potassio em
relacdo ao grupo FC12S. Teste-t ndo pareado; p <0,05.
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Figura 8. Concentracéo (A) e excrecdo de potassio (B) na urina de ratos FHS12S (0,90% de sédio na
dieta) e FC12S (0,27% de sodio na dieta) na 42, 82 e 122 semanas. Quadrados (FC12S) e circulos
(FHS12S) dispersos representam valores individuais e as barras representam valores médios da
concentracao e excrecao de K* na urina, com seus respectivos erros padrdo da média para cada grupo.
As diferencas entre as médias sao indicadas por letras sobre as colunas (a é significativamente
diferente de b). ANOVA de duas vias seguida pelo pés-teste de Bonferroni; p <0,05.



Tabela 2. ConcentragBes de albumina, creatinina, ureia, s6dio e potassio em amostras de plasma
provenientes de ratos Fischer dos grupos FC12S e FHS12S 12 semanas apés o desmame. Testes de
albumina, creatinina e ureia foram realizados utilizando kits comerciais (LabClin). As concentra¢cfes de

sédio e potassio no plasma foram medidas por fotometria de chama.

FC12S FHS12S
Plasma Mean+SEM n Mean+SEM n p

Albumina (mg/mL) 22.4%0.1 (10) 25.8+0.1* (9) 0.0198

Creatinina (mg/mL) 0.0047+0.0002 (4) 0.0040+0.0002  (2)  0.1545

Ureia (mg/mL) 0.53%0.16 (10) 0.47+0.43 (8) 0.1962

Conc. sédio (mmol/L) 143+0.7 (10) 142+1.6 (10)  0.7595

Conc. potéassio (mmol/L) 5.0+0.24 9) 4.5+0.23 (9) 0.0738

* Diferente de FC12S; Teste-t ndo pareado; p <0,05.
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4.1.6. Pressao arterial e frequéncia cardiaca

Na figura 9 A e B estédo representados os valores basais da pressao arterial
meédia (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos Fischer que receberam dieta com
sobrecarga de sédio a partir do desmame até 12 semanas. Os resultados mostraram
que a dieta com sobrecarga de sodio ndo produziu alteragdes nos niveis de PAM [114
*+ 1,3 mmHg; (FC12S) e 114 = 1,3 mmHg (FHS12S)] ou FC [366 + 7 bpm (FC12S) e
357 = 8 bpm (FHS12S)]. Teste-t ndo pareado.
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Figura 9. Pressao arterial média (PAM, A) e frequéncia cardiaca (FC, B) de ratos Fischer sob dieta
com sobrecarga de sddio por 12 semanas pés-desmame. Quadrados (FC12S) e circulos (FHS12S)
dispersos representam valores individuais de cada animal dos seus respectivos grupos. A barras
representam valores médios da PAM ou FC com seu respectivo erro padrao da média. Nao houve

diferencas significativas entre os grupos.
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4.1.7. Resposta a angiotensina Il exdgena

O perfil das respostas cardiovasculares a injecdo de Ang Il exdgena esta
apresentado na figura 10, painéis A e B. As doses de 12,5, 25, 50, 100, 200 e 400
ng/kg de Ang Il geraram respostas pressoricas [9 + 1,5; 20 £ 2,3; 23 £2,5; 32 + 1,9;
36 +4,0; 43 £ 4,6 mmHg (FC12S), 11,8 +1,9; 22 +4,1; 21 +2,6; 36 + 3,3; 37 £ 1,7,
50 + 2,3 mmHg (FHS12S)] e bradicardicas [4 + 10; -33 £ 6; 0 + 11; -113 + 19; -90 *
14; -64 + 19 mmHg (FC12S), -3+ 6; -43 £ 6; -16 + 12; -99 + 16; -85 + 11; -122 + 25
mmHg], semelhantes entre os grupos FC12S e FHS12S conforme sumariado na figura

11, painéis A e B. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 10. Tragados representativos de presséo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) mostrando o perfil das respostas cardiovasculares evocadas pela injecao de
Ang Il (100 ng/kg de massa corporal) em um animal do grupo FC12S (A) e em um do grupo FHS12S

(B). As setas indicam o exato momento da injecao.
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Figura 11. Efeitos cardiovasculares das diferentes doses de Ang Il (12,5 25, 50, 100, 200 e 400 ng/kg)
injetadas intravenosamente em ratos Fischer sob dieta regular (0,27% de sodio; grupo FC12S) e com
sobrecarga de sodio (0,90%) durante 12 semanas. Painel A (resposta pressora a Ang Il) e B (resposta
bradicardica a Ang Il). Os nimeros de repeticdes (n) estao indicados na base do gréafico B, alinhados
as respectivas doses. Apenas duas doses de Ang Il foram administradas em cada animal, respeitando-
se um prazo minimo de 24 horas entre cada dose afim de se evitar taquifilaxia. Por este motivo os n

sdo diferentes entre doses e grupos.
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4.2 GRUPO FC15S, FHS15S e FHS12SD3S
4.2.1. Massa corporal

Ratos sob dieta regular (FC15S) ou com sobrecarga de sédio (FHS15S)
apresentaram massa corporal de 44 + 2 g e 44 + 1 g respectivamente ao desmame e
completaram as 15 semanas de tratamento com 348 + 7 g e 344 =+ 6 ¢
respectivamente. Na figura 12 (A), estdo apresentados os dados de massa corporal e
ganho de massa (B) dos animais FC15S, FHS15S e FHS12SD3S ao longo de 15
semanas pos-desmame. A dieta com sobrecarga de sodio, 15 semanas ap0s o
desmame, ndo afetou o padrdo de crescimento e ganho de massa corporal dos
animais. Os resultados de ganho de massa obtidos foram: [21 *+ 3,7g; 33 + 1,79; 32 £
2,29; 37 £1,79; 26 £ 2,79; 31 +1,99; 24 + 1,69; 17 £ 2,29; 20 + 2,19; 8 + 2,2¢g; 13 +
1,89; 7+1,49;11+£2,59; 7 £1,49; 8 +2,2g (FC15S) e 22 +1,79; 38 + 1,49; 30 + 1,3g;
40 £1,69; 29 +2,09; 29 £ 2,19; 16 £ 2,69; 17 + 1,49; 20 £ 1,6¢9; 13 + 1,89; 13 + 1,39;
5+1,6g,12 +1,9¢g; 7 £ 1,2g; 10 £ 3,0g (FHS15S). O grupo que recebeu dieta com
sobrecarga de sédio por 12 semanas seguida por dieta regular por mais 3 semanas
(FHS12SD3S) nao teve o padrdo de crescimento afetado dentro do periodo avaliado
[12 £4,09; 3 +3,5g e 11 + 1,89 na 132, 142 e 152 semanas, respectivamente]. Ratos
FHS12SD3S apresentaram massa corporal de 45 + 1 g ao desmame e terminou com

358 + 5 g na 152 semana. ANOVA de duas vias seguida pelo pés-teste de Bonferroni.

4.2.2. Ingestéo de ragao

A ingestao de racdo em vinte e quatro horas foi medido em gaiola metabdlica e
os resultados mostraram que os animais FHS15S e FHS12SD3S consumiram a
mesma quantidade de racdo que o grupo FC15S (figura 12.C) na 42, 823, 122 e 152
semanas [20 £ 0,6; 21 £ 0,4; 19 £ 0,5; 19 £ 0,7 g/rato/24h (FC15S), 20 £ 0,5; 22 + 0,5;
18 £ 0,6; 16 + 0,6 g/rato/24h (FHS15S) e 17 + 1,3 g/rato/24h (FHS12SD3S)]. ANOVA
de duas vias seguida pelo pés-teste de Bonferroni. O consumo médio de alimentos
em 24 horas na 42, 82 122 e 152 semanas foi de 19,8 = 0,4 g/rato/24h para o grupo
FC15S, 19,6 £ 1,3 g/rato/24h para o grupo FHS15S e 19,5 + 1,0 g/rato/24h para o
grupo FHS12SD3S. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 12. Massa Corporal (A), ganho de massa (B) e ingestdo de racdo (C) dos animais FC15S,
FHS15S e FHS12SD3S. As medidas da massa corporal e ganho de massa foram realizadas
semanalmente durante 15 semanas, apés o desmame. Os ratos foram alimentados com dieta regular
(0,27% de sdbdio; grupo FC15S) e dieta com sobrecarga de sodio (0,90% de sédio; grupo FHS15S)
durante 15 semanas ou dieta com sobrecarga de sédio durante 12 semanas, seguido de dieta regular
por 3 semanas (0,90%/0,27% de s6dio; grupo FHS12SD3S). A ingestdo de racao foi medida em gaiola
metabolica apenas na 42, 82,122 e 152 semanas. Dados foram representando como média + erro padrédo
da média (SEM).
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4.2.3. Concentracao de K* na urina e analises bioquimicas no plasma

A concentracdo média de potassio (K*) na urina em 24 horas na 42, 82, 122 e
152 semanas foi de 69 + 3,6 mmol/L para o grupo FC15S e 49,3 + 2,3 mmol/L para o
grupo FHS15S (figura, 13.A). Como esperado, na 152 semana nao foi observada
diferenca significativa entre os grupos FC15S e FHS12SD3S [65 + 2,5 mmol/L
(FC15S) e 71 = 3,9 mmol/L]. ANOVA de duas vias seguida pelo pdés-teste de

Bonferroni.

Assim como nos animais sob dieta com sobrecarga de sodio por 12 semanas
pés-desmame, nado foi observada diferenca na excrecdo de K* na urina nos animais
que receberam dieta com sobrecarga de sédio por 15 semanas [0,80 + 0,02; 0,81 +
0,04; 0,70 + 0,03; 0,69 £ 0,03 mmol/rato/L (FC15S)] ou que foram submetidos a dieta
com sobrecarga de sédio por 12 semanas seguido por uma dieta (0,27% de sodio)
por mais 3 semanas [0,80 = 0,04 mmol/rato/L (FHS12SD3S) (figura 13.B). ANOVA de
duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni.

Os resultados sumarizados na tabela 3 mostraram que semelhante ao grupo
FHS12S, as concentracfes de albumina no plasma em ratos FHS15S foi maior que o
observado no controle [25,5 + 0,1 mg/mL (FC15S), 27,8 £ 0,1 mg/mL (FHS15S) P =
0.0242] One Way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni. As concentragfes de
creatinina foram significativamente menor no grupo FHS12SD3S em relacdo aos
grupos FC15S e FHS15S [0,0038 + 0,0003 mg/mL (FC15S), 0,0035 + 0,0003 mg/mL
(FHS15S), 0,0025 + 0,0002 mg/mL (FHS12SD3S) P = 0,0009. One Way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 13. Concentracdo (A) e excre¢do (B) de potassio na urina de ratos FHS15S (0,90% de sodio na
dieta), FC15S (0,27% de sodio na dieta) e FHS12SD3S (0,90%/0,27% de sodio na dieta) na 423, 82, 122
e 152 semanas. Quadrados (FC12S), circulos (FHS12S) e triangulos (FHS12SD3S) dispersos
representam valores individuais e as barras representam valores médios da concentragdo e excrecao
de K* na urina, com seus respectivos erros padrao da média para cada grupo. As diferencas entre as
médias sdo indicadas por letras sobre as colunas (a € significativamente diferente de b). ANOVA de
duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni; p <0,05.
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Tabela 3. Concentracdes de albumina, creatinina, ureia, sédio e potassio em amostras de plasma provenientes de ratos Fischer dos grupos FC15S, FHS15S
e FHS12SD3S 15 semanas apés o desmame.

FC15S FHS15S FHS12S3DS
Plasma MeantSEM n Mean+SEM n p Mean+SEM n p
Albumina (mg/mL) 25.5+0.1 (10) 27.8+0.1* (10)  0.0242 24.5+0.1 (10) 0.7826
Creatinina (mg/mL) 0.0038+0.0003  (7) 0.0035+0.0003 (10)  0.5959 0.0025+0.0002*t  (10) 0.0009
Ureia (mg/mL) 0.50+0.037 (10) 0.50+0.038 (10)  0.9924 0.50+0.038 (10) 0.9958
Conc. sodio (mmol/L) 145+2.0 (20) 145+2.7 (10) 0.3143 150+2.8 9 0.3845
Conc. potassio (mmol/L) 5.5+0.50 (20) 5.2+0.52 (10) 0.9999 4.8+0.52 9 0.6186

* Diferente de FC15S; T diferente de FHS15S; One Way ANOVA seguido pelo p6s-teste de Bonferroni; p <0,05.
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4.2.4. Pressao arterial e frequéncia cardiaca

Na figura 14.A e B estéo representados os valores basais da PAM e FC de
ratos Fischer que receberam dieta com sobrecarga de sédio a partir do desmame até
15 semanas (FHS15S) ou receberam dieta com sobrecarga de sédio por 12 semanas
seguido por dieta regular por mais 3 semanas (FHS12SD3S). Contudo, ndo foram
observadas diferencas significativas para as comparacgdes realizadas entre 0s grupos
tanto para PAM [112 + 3 mmHg (FC15S), 112 + 3 mmHg (FHS15S), 111 + 1 mmHg
(FHS12SD3S)] ou FC [351 £+ 9 bpm (FC15S), 365 + 10 bpm (FHS15S), 358 + 7 bpm
(FHS12SD3S)]. One Way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 14. Presséo arterial média (A) e frequéncia cardiaca (B) de ratos Fischer alimentados com dieta
controle (FC15S 0,27% de s6dio) ou dieta com sobrecarga de sédio (FHS15S 0,90% de sddio) durante
15 semanas pés-desmame ou alimentados sob dieta com sobrecarga de sodio por 12 semanas seguido
por 3 semanas com dieta regular (FHS12SD3S 0,90%/0,27% de sédio). Quadrados (FC15S), circulos
(FHS15S) e tridngulos (FHS12SD3S) dispersos representam valores individuais de cada animal nos
seus respectivos grupos. A barras representam valores médios da PAM ou FC com seus respectivos

erros padrdo da média. Nao houve diferencas significativas entre os grupos.



4.2.5. Resposta a angiotensina Il exdgena

As doses de 12,5, 50, 200 e 400ng/kg de Ang Il geraram respostas pressoricas
[9+1,3;27+2,4;40£3,5;46 + 3,0 mmHg (FC15S), 12,5+ 1,7; 32+ 4,3; 45+ 2,3; 49
+ 5,0 mmHg (FHS15S), 7 + 1,6; 25 £ 2,9; 37 + 2,6; 44 + 2,4 mmHg (FHS12SD3S)] e
bradicardicas [-12 + 14; -27 £ 12; -76 + 24; -94 £ 13 bpm (FC15S), -1 + 3,7; -44 £ 28;
-89 £ 15; -77 = 19 bpm (FHS15S), -3 = 11; -55 + 10; -65 + 12; -44 £ 21 bpm
(FHS12SD3S)] semelhantes nos grupos FC15S, FHS15S e FHS12SD3S (figura 15, A

e B). ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni.
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Figura 15. Efeitos cardiovasculares produzidos pela injecdo endovenosa de Ang Il (12,5, 50, 200 e 400
ng/kg) em ratos dos grupos FC15S, FHS15S e FHS12SD3S. Painel A: resposta pressora a Ang |l;

painel B: respostas bradicardicas a Ang Il. Os nimeros de repeti¢cdes (n) estéo indicados na base do

grafico B, alinhados as respectivas doses. Apenas duas doses de Ang Il foram administradas em cada

animal, respeitando-se uma prazo minimo de 24 horas entre cada dose afim de se evitar taquifilaxia.

Por este motivo os n séo diferentes entre doses e grupos.
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4.3 GRUPO WC12S e WHS12S
4.3.1. Pressdao arterial e frequéncia cardiaca

Na figura 16, painéis A e B, estéo representados os valores basais da PAM e
FC de ratos Wistar que receberam dieta com sobrecarga de sodio, a partir do
desmame, por 12 semanas. Diferentemente do que observado para ratos da linhagem
Fischer, ratos Wistar tiveram aumentos significativos da PAM [115 £+ 1 mmHg
(WC12S) e 125 + 2 mmHg (WHS12S) (P = 0,0011)] sem alteracdes na FC. Teste-t

nao pareado.
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Figura 16. Pressdo arterial média (A) e frequéncia cardiaca (B) de ratos Wistar sob dieta com
sobrecarga de sédio por 12 semanas pos-desmame. Quadrados (WC12S) e circulos (WHS12S)
dispersos representam valores individuais de cada animal em cada grupo. As barras representam
valores médios da PAM ou FC com seus respectivos erros padrdo da média. * Diferente de controle; p

<0,05; Teste-t ndo pareado.
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4.3.2. Resposta a angiotensina Il exdgena

As doses de 12,5, 50, 200 e 400ng/kg de Ang Il produziram respostas
pressoricas [11 + 2,0; 27 + 3,1; 43 + 2,6; 47 = 6,4 mmHg (WC12S), 8 £ 1,2; 27 £ 4,4,
35+1,9; 41 + 3,6 mmHg (WHS12S) e bradicéardicas [0 + 3,0; -34 + 7,3; -97 £ 18; -55
+ 9,4 bpm (WC12S), -4,9 + 11; -65 + 10; -62 + 9,5; -89 + 13 bpm (WHS12S)]
semelhantes entre os grupos WHS12S e WC12S (figura 17, A e B). ANOVA de duas

vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 17. Efeitos cardiovasculares produzidos por inje¢cdes endovenosas de diferentes doses de Ang
Il (12,5, 50, 200 e 400 ng/kg) em ratos Wistar dos grupos WC12S e WHS12S. Painel A: resposta
pressora a Ang ll; painel B: resposta bradicardica a Ang Il. Os niumeros de repeti¢cdes (n) estdo
indicados na base do gréafico B, alinhados as respectivas doses. Apenas duas doses de Ang Il foram
administradas em cada animal, respeitando-se um prazo minimo de 24 horas entre cada dose afim de

se evitar taquifilaxia. Por este motivo os n séo diferentes entre doses e grupos.
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4.4 GRUPO FC12S, FHS12S, WC12S e WHS12S
4.4.1 Curva dose resposta

As doses de 12,5, 50, 200 e 400ng/kg de Ang Il produziram respostas
pressoricas semelhantes entre os grupos FC12S, FHS12S, WC12S e WHS12S (figura
18). Dose de 12,5ng/kg [-1,2 £ 4,3 mmHg.s (FC12S); -1,2 + 4,7 mmHg.s (FHS12S); -
0,2 £ 5,3 mmHg.s (WC12S); 2,3 + 6,9 mmHg.s (WHS12S)] 50ng/kg [1,4 £ 5,3 mmHg.s;
-03 + 0,3 mmHg.s; -0,86 = 8,4 mmHg.s; -0,6 £ 10 mmHg.s; FC12S, FHS12S, WC12S
e WHS12S, respectivamente]; 200ng [1,9 + 5,1 mmHg.s (FC12S); 4,6 £ 4,7 mmHg.s
(FHS12S); 34,4 + 4,0 mmHg.s (WC12S); + 5,3 mmHg.s; 18,2 £ 7,7 mmHg.s (WHS1S)];
400ng/kg [13,9 + 8,9 mmHg.s (FC12S); 26,1mmHg.s (FHS12S); 0,7 £ 1,2 mmHg.s
(WC12S); 24,6 = 3,1 mmHg.s (WHS12S)]. ANOVA de duas vias seguida pelo pos-

teste de Bonferroni.
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-+ FC12S
40{ - FHS12S
-~ WC12S
-o- WHS12S

A PAM (mmHg.s)
S

o
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Dose (ng/kg)

-20-

FC12S(n) 5 5 2 2
FHS12S (n) 3 2 3 1
WC12s(n) 5 4 3 2

WHS12S (n) 6 3 5 2

Figura 18. Curva dose resposta produzida por injecdes endovenosas de diferentes doses de Ang Il
(12,5, 50, 200 e 400 ng/kg) em ratos FC12S, FHS12S, WC12S e WHS12S. Resposta pressora a Ang
Il. Os numeros de repeticdes (n) estédo indicados na base do gréfico, alinhados as respectivas doses.
Apenas duas doses de Ang Il foram administradas em cada animal, respeitando-se um prazo minimo
de 24 horas entre cada dose afim de se evitar taquifilaxia. Por este motivo os n sdo diferentes entre

doses e grupos.
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4.4.2. Ingestdo de sédio, concentracao e excrecdo de soédio na urina, balango de
sodio — 122 semana

O consumo médio de sddio em 24 horas foi de 7,4 + 0,2 mmol/rato no grupo
FHS12S e 8,9 £ 0,2 mmol/rato no grupo WHS12S (Gomes, 2015). As comparacdes
entre 0s grupos encontram-se detalhadas na figura 19.A. A concentracao e a excregao
de sédio foram proporcionais a quantidade de sodio ingerida pelos grupos, logo o
grupo WHS12S excretou mais sodio que o grupo FHS12S [6,2 £ 0,3 mmol/rato/24h
(FHS12S), 8,2 + 0,9 mmol/rato/24h (WHS12S) (figura 19 B e C). One-Way ANOVA
seguida pelo pés-teste de Bonferroni; p <0,05. O balan¢o de sédio se manteve igual
entre os grupos independente da dieta com sobrecarga de sédio ou linhagem de rato
[0,27 + 0,1 mmol/rato/24h (FC12S), 0,20 + 0,2 mmol/rato/24h (WC12S), 1,2 £ 0,2
mmol/rato/24h (FHS12S), 0,63 £ 0,5 mmol/rato/24h (WHS12S)]. One-Way ANOVA
seguida pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 19. Ingestao de sodio, concentragdo de sodio na urina, excrecdo de soédio e balango de sodio
em ratos FHS12S, WHS12S (0,90% de sédio na dieta); FC12S, WC12S (0,27% de sédio na dieta) na
122 semana (A-D). Quadrados (FC12S, WC12S), circulos (FHS12S, WHS15S) dispersos representam
valores individuais e as barras representam valores médios da ingestdo de Na, concentragdo de Na
na urina, excrecao de Na e balanco de Na, com seus respectivos erros padrdo da média para cada
grupo. As diferencas entre as médias sao indicadas por letras sobre as colunas (letras iguais ndo
apresentam diferencas significativas e letras diferentes representam diferencas significativas. (a é
significativamente diferente de b e c; b é # c) . One-Way ANOVA seguida pelo p6s-teste de Bonferroni;
p <0,05.
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4.4.3. Ingestdo de agua, volume urinario e balanco de 4gua — 122 semana

A ingestdo de agua na 122 semana foi maior nos animais que receberam a dieta
com sobrecarga de sodio (FHS12S e WHS12S). Além disso, os animais do grupo
WHS12S (Gomes, 2015) ingeriram mais agua que os animais do grupo FHS12S [32
*+ 1,2 mmol/rato/24h (FHS12S) e 42 = 2,1 mmol/rato/24h (WHS12S) P < 0,05]. One-
Way ANOVA seguida pelo pos-teste de Bonferroni.

O volume urinario foi maior no grupo WHS12S em relacéo aos demais grupos.
Curiosamente o volume urinario foi menor no grupo FC12S se comparado com o0 grupo
WC12S. E apesar da diferenca da ingestdo de agua entre os grupos WC12S e
FHS12S [26 + 1,1 mL/rato/24h (WC12S), 32 + 1,2 mL/rato/24h (FHS12S) P = 0,0006]
nao foi observada diferenca significativa do volume urinario [16 £ 1,0 mmol/rato/24h
(WC12S), 18 + 0,6 mmol/rato/24h (FHS12S)] conforme mostrado na figura 20 (A e B).
One-Way ANOVA seguida pelo pés-teste de Bonferroni.

O balanco de agua foi igual entre os grupos que receberam dieta controle
(0,27%) e entre os grupos que receberam dieta com sobrecarga de sodio (0,90%)
independente da linhagem. Entretanto, o balanco de agua também foi igual entre os
grupos FC12S e FHS12S [11 £ 1,0 mL/rato/24h (FC12S); 14 + 0,8 mL/rato/24h
(FHS12S), 9 = 1,2 mL/rato/24h (WC12S), 16 = 2,0 mL/rato/24h (WHS12S) p <0,05]
(figura 20. C). One-Way ANOVA seguida pelo pés-teste de Bonferroni.
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Figura 20. Ingesté@o de &gua, volume urinario e balanco de agua em ratos FHS12S, WHS12S (0,90%
de sddio na dieta); FC12S, WC12S (0,27% de sodio na dieta) na 122 semana (A-C). Quadrados
(FC12S, WC12S), circulos (FHS12S, WHS15S) dispersos representam valores individuais e as barras

representam valores médios da ingestdo de agua, volume urinario e balango de agua com seus

respectivos erros padrao da média para cada grupo. As diferencas entre as médias sao indicadas por

letras sobre as colunas. As diferencas entre as médias sdo indicadas por letras sobre as colunas.

(letras iguais ndo apresentam diferencas significativas e letras diferentes representam diferencas

significativas. (a € significativamente diferente de b, c ed; b é #c; c é # d) One-Way ANOVA seguida

pelo pés-teste de Bonferroni; p <0,05.
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4.4.4. Fluido cerebroespinhal

As concentracdes de sodio no FCS foram significativamente aumentadas no
rato Wistar que foi submetido a dieta com sobrecarga de sodio em relacdo ao seu
controle (WC12S) e também aos grupos FC12S e FHS12S [158 = 3,4 mmol/L
(WHS12S), 134 = 4,4 mmol/L (WC12S), 138 £ 3,1 mmol/L (FC12S), 137 £+ 3,8 mmol/L
(FHS12S) P<0,05] (figura 21. A). Os ratos da linhagem Wistar tem uma concentracao
maior de potassio no FCS em relacdo ao rato Fischer independente da dieta (0,27%
ou 0,90% de sdédio). Entretanto, quando ratos Wistar sdo submetidos a dieta com
sobrecarga de sédio (0,90%) a concentracdo de potassio no FCS é ainda maior do
gue os animais do grupo WC12S [2,6 = 0,16 mmol/L (WC12S), 4,2 + 0,24 mmol/L
(WHS12S), 1,6 £ 0,05 mmol/L (FC12S), 1,6 £ 0,09 mmmol/L (FHS12S) P<0,05] (figura
20. B). One-Way ANOVA seguida pelo pés-teste de Bonferroni.
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Figure 21. Concentracao de sédio, potassio e relacdo da concentracdo de sédio FCS/plasma em ratos
do grupo FC12S, WC12S, FHS12S e WHS12S na 122 semana pds-desmame (A-C). Quadrados
(FC12S, WC12S), circulos (FHS12S, WHS15S) dispersos representam valores individuais e as barras
representam valores médios da concentracdo de sédio e potassio no FCS com seus respectivos erros

padrdo da média para cada grupo. As diferencas entre as médias séo indicadas por letras sobre as

colunas As diferencas entre as médias sao indicadas por letras sobre as colunas (letras iguais néo

apresentam diferencas significativas e letras diferentes representam diferengas significativas. (a é

significativamente diferente de b e c; b é # ¢). One-Way ANOVA seguida pelo pds-teste de Bonferroni;

p <0,05.
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5. Discussao

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que ratos da linhagem
Fischer submetidos a dieta com sobrecarga de sédio (0,90%) até 12 e 15 semanas
pés-desmame apresentaram niveis normais de FC e PAM. No entanto, ratos da
linhagem Wistar submetidos a mesma dieta até 12 semanas pos-desmame
apresentaram niveis elevados de PAM basal, sem alterac6es da FC, consistente com
dados anteriores do laboratério (Gomes, 2015). Além disso, nossos dados mostraram
que a sobrecarga de so6dio na dieta ndo alterou a sensibilidade a Ang Il exdgena em
ambas as linhagens de ratos (Fischer e Wistar) independentemente do aumento nos

niveis pressoricos.

A dieta com sobrecarga de sddio (0,90%), a partir de 21 dias de idade até 12 e
15 semanas, nao alterou a ingestéo de racdo e o ganho de massa corporal em ratos
da linhagem Fischer (como mostrado na figura 05 e 12). No estudo de Moreira e
colaboradores, com ratos da linhagem Wistar submetidos a exposicdo crénica de
salina hipertonica por 8 semanas, 0s animais apresentaram uma diminuicdo da
ingestao de racdo e da massa corporal (Moreira et al., 2014). Essa reducao da massa
corporal poderia estar relacionada a diminuicdo da ingestdo de racdo o que sugeriria
restricdo alimentar no grupo que ingere apenas salina. Tal efeito poderia ser resultado
da incapacidade dos animais que ingerem apenas salina controlarem de forma
adequada a osmolaridade dos fluidos corporais. Apesar de ser um modelo eficaz em
induzir hipertenséo sal-dependente, o modelo de Moreira e colaboradores representa
desafios aos sistemas fisioldgicos que ndo sdo comumente observados em humanos
sob dieta com sobrecarga de sodio. Desta forma, o modelo estudado neste trabalho
visa avaliar os efeitos da dieta com sobrecarga de sédio per si, de forma a mimetizar
as condi¢cBes observadas em popula¢gdes humanas que ingerem quantidades de sodio
acima do recomendado e sem a presenca de outras co-morbidades que possam
contribuir com 0 aumento dos niveis pressoricos. A procura e desenvolvimento de tal
modelo animal vem sendo um desafio no campo da fisiologia visto que ratos ingerindo
apenas sodio em quantidades equivalentes as de populagbes humanas raramente
desenvolvem hipertensdo. Condi¢gBes extremas no que diz respeito a quantidade de

sédio ingerida, mesmo em ratos ditos “sal-sensiveis” (Dahl-S), ou a presenca de co-
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fatores sdo requeridos para o desenvolvimento de hipertensdo. Dessa forma, a
transposicdo dos resultados para populacdes humanas é por vezes complexo e sem

paralelo.

Todos os grupos experimentais receberam racao triturada com adi¢cdo ou nao
de cloreto de sddio e tiveram livre acesso a agua de torneira. Como esperado, a
concentragdo de sodio e excregdo de sodio na urina foram aumentadas de forma
proporcional a ingestdo de sodio nos grupos sob dieta com sobrecarga de sédio. Em
nossos estudos foram realizadas alteracdes no balanco de sodio em todas as
semanas analisadas nos grupos FHS12S e FHS15S. A quantidade de sodio
adicionada a dieta (0,67% de sodio) foi suficiente para estimular a sede e provocar um
aumento no volume urinario em todas as semanas analisadas nos grupos FHS12S e
FHS15S. O balanco de agua foi alterado somente na 8 semana nos animais que

foram submetidos a dieta com sobrecarga de sédio.

Estudos realizados por Muntzel e colaboradores com ratos Fischer
encontraram resultados similares na concentracdo de sodio plasmatico, como
observado em nosso estudo com animais Fischer. (Muntzel et al., 1994). Assim como
observado também em ratos “sal-resistentes” (Dahl-R) e “sal-sensiveis” (Dahl-S)
submetidos a 0,4% de NaCl e 8% de NaCl apresentaram concentra¢des similares de
Na* e K* plasmético que os animais do nosso estudo (Ferrari e Mark, 1987).
Resultados semelhantes da concentracdo de sodio plasmatico também foram
encontrados em estudos realizados por Moreira e colaboradores (Moreira et al., 2014).
Ja é sabido que o aumento da concentracdo de sddio no plasma reduz a secrecéo de
renina pelos rins, que por sua vez diminui a Angiotensina Il plasmatica.
Consequentemente ocorre uma diminuicdo da liberagdo de aldosterona pelo cortex
da supra renal, que é responsavel pela reabsor¢cdo de Na*. Desta forma, os niveis
plasmaticos de sédio sdo mantidos dentro de estreitos limites de variacdo (Rocha et
al., 1999). A funcao renal de ratos alimentados com uma dieta com sobrecarga de
sédio (0,90%) logo apds desmame, até 12 e 15 semanas de idade parece operar
dentro do intervalo normal, uma vez que as concentracdes plasmaticas de ureia e
creatinina nao foram diferentes daguelas encontradas em ratos alimentados com uma

dieta contendo 0,27% de soédio.
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As analises bioquimicas mostraram um aumento nas concentragfes
plasméticas de albumina tanto nos animais que foram submetidos a dieta com
sobrecarga de sodio por 12 semanas pos-desmame quanto nos animais que foram
submetidos a mesma dieta por 15 semanas pés-desmame. Ja se sabe que a albumina
representa 70% da pressdo osmotica coloidal e tem a capacidade de atrair e reter
cations (Na*) no compartimento vascular (Busher, 1990). Além disso, a desidratacao
aguda é capaz de provocar aumento nos niveis séricos de albumina (Busher, 1990).
Em nosso estudo a dieta com sobrecarga de sodio foi capaz de aumentar a
concentragdo sérica de albumina além do aumento do balanco de sddio nesses
animais. Esses dados podem indicar uma possivel desidratacdo de forma cronica

nesses animais que foram submetidos a dieta com sobrecarga de sédio.

Um estudo recente realizado por Campanozzi e colaboradores (Campanozzi et
al., 2015) demonstrou a importancia da proporcédo da ingestdo de Na*/K* na dieta com
a manutencdo dos niveis da pressdo arterial. Nossos resultados mostraram que a
concentracdo de K* na urina € menor no grupo que ingeriu a dieta com sobrecarga de
sédio em relagcdo ao seu controle. No entanto, a excrecdo de K* na urina foi similar
entre os grupos, em consequéncia do maior volume urinario no grupo sob dieta com
sobrecarga de sédio. Dados ainda nao publicados de nosso laboratério realizado com
ratos da linhagem Wistar submetidos também a dieta com sobrecarga de sédio 0,90%
tiveram resultados semelhantes em relacédo a concentracdo e excrecdo de K* na urina
(Gomes, 2015).

O aumento na ingestao de sédio (0,90%) néo induziu hipertensdo em ratos da
linhagem Fischer (como mostrado na figura 7). Além disso, um tempo maior de
exposicdo ao sodio (15 semanas) também néo produziu impacto na PAM e na FC. A
troca da dieta no grupo FHS12SD3S também nédo produziu impacto nos parametros
cardiovasculares analisados. Por outro lado, ratos da linhagem Wistar que foram
submetidos a dieta com sobrecarga de sodio apresentaram aumento nos niveis
pressoéricos (como mostrado na figura 18) se comparado com seu controle. As
diferencas encontradas nos niveis pressoricos entre as duas linhagens de ratos
Fischer e Wistar submetidos a dieta com 0,90% de sédio se assemelham com as
diferencas encontradas em ratos Dahl-R e Dahl-S que foram submetidos a dieta com

8% de NaCl (Nakamura e Cowley, 1989). A dieta com sobrecarga de sédio foi
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acompanhada por um aumento na concentracdo de sédio e potassio no FCS, assim
como aumento nos niveis pressoéricos somente em ratos Wistar (Gomes, 2015).
Dados da literatura tém observado também o aumento da concentracdo de Na* no
FCS em ratos Dahl-S alimentados com uma dieta com sobrecarga de sodio
(Nakamura e Cowley, 1989). Entretanto, ratos Dahl-R (Nakamura e Cowley, 1989) e
ratos da linhagem Fischer (como apresentado pelo nosso estudo), a concentracao de
sbdio e potassio no FCS se manteve inalterada, assim como 0s niveis pressoricos,
independente da dieta com sobrecarga de sodio. Nosso estudo mostra que a
concentracdo de Na* no FCS é igual entre as linhagens Fischer e Wistar submetidos
a dieta controle (0,27% de sédio) e a concentracdo de Na* no FCS se mantém
inalterada em animais Fischer submetidos a dieta com sobrecarga de sodio (0,90%).
Entretanto, foi observado um aumento na concentracdo de Na* no FCS em ratos
Wistar submetidos @ mesma dieta com sobrecarga de sodio. Curiosamente, a
concentracdo de K* no FCS é maior em ratos da linhagem Wistar se comparado com
ratos da linhagem Fischer, independente da dieta (0,27% ou 0,90% de sodio). E a
concentracdo de K* no FCS é ainda maior quando os animais da linhagem Wistar sdo
submetidos a dieta com sobrecarga de sodio. Apesar de ratos da linhagem Wistar
ingerirem mais sodio do que ratos da linhagem Fischer na 122 semana (Gomes, 2015),
o balanco de sodio se manteve igual entre as duas linhagens. Em conjunto, os
resultados sugerem que alteracfes nas concentracdes de sodio e potassio no FCS

podem ter impacto nas respostas cardiocirculatérias em nosso modelo animal.

Os resultados obtidos a partir das injecdes endovenosas de Ang |l sugerem que
a sensibilidade a Ang Il exdgena néo é alterada quando ratos Fischer sdo submetidos
a dieta com sobrecarga de sodio (0,90%) desde o desmame até 12 semanas e 15
semanas. Além disso, a sensibilidade a Ang Il ex6gena néao foi alterada quando ratos
Fischer foram submetidos a dieta com sobrecarga de sédio (0,90%) por 12 semanas
seguido de uma dieta regular (0,27% de sodio) por mais 3 semanas. Estudos
realizados por Gomide e colaboradores demonstraram que a Ang Il, nas doses de 50,
100,150, 200, 300 ou 400 ng.kg™; (i.v), foi capaz de aumentar a PAM e ter efeitos
bradicardicos similares aos encontrados em nosso estudo (Gomide et al., 2013).
Portanto, nossos resultados estdo consistentes com o que € reportado pela literatura

guanto as respostas evocadas por Ang Il exdgena em ratos Fischer. A fim de se evitar
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taquifilaxia, apenas duas doses de angiotensina Il, além do veiculo, foram injetados
por animal, separadas por um intervalo minimo de 12h. O mesmo experimento foi
realizado com ratos da linhagem Wistar que foram submetidos as mesmas dietas que
os animais da linhagem Fischer (0,90% e 0,27% de sodio). Apesar dos niveis
pressoricos serem maiores em ratos da linhagem Wistar submetidos a dieta (0,90%
de sédio), a sensibilidade a Ang Il exdgena nao foi alterada. A analise da curva dose
resposta pela injecdo de Ang Il, confirmam esses dados. Nao sendo observada
diferencas significativas entre os grupos (FC12S, FHS12S, WC12S e WHS12S).
Estudos de Osborn e colaboradores defendem a ideia de que a primeira agao da Ang
Il € a vasoconstricdo das arteriolas (primeiros minutos) seguida pela reabsorcao de
sbédio (primeiras horas), ativacdo simpatica (dias) e a hipertrofia vascular somente
ocorre em semanas (Osborn et al., 2000). De acordo com esse estudo, a injecéo de
Ang Il em nosso modelo animal possivelmente provoca vasoconstricdo das arteriolas
para se ter um aumento imediato dos niveis presséricos e uma consequente
bradicardia (provavelmente de origem barorreflexa). Portanto, os dados obtidos em
nosso estudo sugerem que a vasoconstricdo das arteriolas ocorre na mesma

intensidade, independentemente da quantidade de sddio ingerida.

Este estudo destaca o fato de que a sensibilidade a Ang Il exdégena néo é
alterada em animais submetidos a dieta com sobrecarga de sédio (0,90% de sddio)
independente de alteracBes nos niveis pressoricos causadas pela mesma dieta em
ratos da linhagem Wistar. Os nossos resultados também sugerem que alteracdes nas
concentracbes de sodio e potassio no FCS podem ter impacto nas respostas

cardiocirculatérias em nosso modelo animal.
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6. Concluséao

Tendo em vista os resultados apresentados no presente estudo, a dieta com
sobrecarga de sédio (0,90%) pés-desmame, até o inicio da vida adulta, provoca
aumento nos niveis pressoricos em ratos da linhagem Wistar, mas néo o faz em ratos
Fischer. A FC nao é alterada com a dieta (0,90% de sédio) em ambas as linhagens.
A sensibilidade a Ang Il exdgena néo € alterada tanto em ratos da linhagem Wistar
como em ratos Fischer submetidos a dieta com sobrecarga de sédio (0,90%). Também
sugere-se que alteracbes da concentracdo de sédio e potassio no FCS podem ter

impacto nos niveis pressoricos em nosso modelo animal.
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desmame", que ferm como responsavel ofa Prof{a). Dria). Leonardo Maximo
Cardoso, foi APROVADOD pela Comisdc de Biea o Uso de Animais da UFDR
- CEUAJUFRDP, de acordo com takbela akbaixo:

Dados dos Animais Aprovados

Expécie/linhagem | N5 de Idade Sexe Procediéncia
Anirmais
Wistar 475 21 dias Macho CCA

Restncdo dedieta: [ ] sim | X ) ndo
Especificar: dieta NUVILAB comercial ou dieta MNUVILAB comercial
adicionoda de 1,6% de Nali P.A.

Este Cerfificado expira em: 01/10/2018

Qwuro Preto, 28 de margo de 2014,

Prof ® Dr.? Lenice Kappes Bechker
Coordenadora da CEUA/UFOP
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