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RESUMO

O consumo elevado de sédio pode afetar a excitabilidade de neurdnios de
regides responsaveis pelo controle da atividade nervosa simpatica. Sabe-se que a
atividade neuronal do nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo encontra-se
aumentada em diversos modelos de hipertensao arterial sensivel ao sédio (HSS).
Doencas que se desenvolvem na fase adulta estdo relacionadas a determinadas
exposi¢cdes sofridas pelo individuo durante as fases iniciais da vida. No entanto, a
literatura aponta diferengas entre machos e fémeas na expressédo da hipertensao
tanto em modelos animais quanto em humanos, sendo que em fémeas, o estrogeno
por vezes apresenta um efeito cardioprotetor. No presente estudo, investigamos se
alteracdes na dieta durante as fases pds-natais contribuem para alteragdes centrais
no controle do ténus simpatico renal em machos e fémeas e, se estas persistem na
fase adulta. Mais especificamente, avaliamos a contribuicdo do PVN no controle dos
parametros cardiovasculares e de atividade nervosa simpatica (ANS) apds o
tratamento com dieta rica em sodio por 30 dias em ratos e ratas adultos. Foram
utilizados ratos e ratas da linhagem Wistar com 21 dias divididos em dois grupos:
grupo controle, composto por machos (MCTRL) e fémeas (FCTRL), mantidos com
agua; e grupo experimental, composto por machos (MEXP) e fémeas (FEXP),
mantidos com solugéo hiperténica de NaCl 0,3 M. Os animais de todos os grupos
receberam racdo e a solugdo hipertdnica ou agua ad libitum por 30 dias. Apos o
tratamento, os animais de todos os grupos foram mantidos com agua e ragao por 15
dias (periodo de recuperacado). A ingestao diaria de fluido (NaCl 0,3M ou agua),
racao e o peso corporal foram acompanhados durante os periodos de tratamento e
recuperacgao. Ao final do tratamento, observou-se que os ratos tratados possuiam
menor peso corporal em relagdo aos controles (MEXP (n=9): 115,3 £ 4,7 g vs.
MCTRL (n=9): 168,0 = 8,0 g, p < 0,05). Entretanto, tal diferenga ndo foi observada
entre os grupos de fémeas experimentais e controles (FEXP (n=8): 119,5 £ 5,3 g vs.
FCTRL (n=8): 134,1 £ 5,2 g). Observamos também que os animais experimentais
ingeriram maior quantidade de fluido por grama de peso corporal (pc) em relagéo
aos animais controles (MEXP (n=9): 0,7 £ 0,12 mL/g/pc vs. MCTRL (n=9): 0,2
0,001 mL/g/pc; FEXP (n=8): 0,57 £ 0,06 mL/g/pc vs. FCTRL (n=8): 0,251 + 0,01
mL/g/pc, p < 0,05) e observamos uma diminuicdo do volume excretado (Vexc) nas

fémeas experimentais comparado ao volume ingerido (Ving) (FEXP (n=8): Ving 89,6



VI

+ 5,6 mL vs. Vexc 56,8 + 5,2mL, p < 0,05).No periodo de recuperagdo nao houve
diferenca na ingestao diaria de agua entre os grupos (MEXP (n=9): 0,203 + 0,008
mL/g/pc vs. MCTRL (n=9): 0,171 = 0,005 mL/g/pc; FEXP (n=8): 0,229 + 0,013
mL/g/pc vs. FCTRL (n=8): 0,187 £ 0,010 mL/g/pc). Em outra série de experimentos,
avaliamos a participacdo do PVN, para a manutencdo do ténus simpatico apds o
tratamento com dieta rica em sddio por 30 dias. Nanoinje¢des bilaterais de 50 nL de
muscimol (agonista GABAa; 4mM) foram realizadas no PVN em animais dos grupos
controle e experimental durante o registro de pressdo arterial média (PAM),
frequéncia cardiaca (FC) e ANS renal (ANSR). Vale ressaltar que nas fémeas estes
experimentos foram realizados no diestro do ciclo estral. Nos experimentos
anestesiados, os machos do grupo tratado demonstraram valores elevados de PAM
basal em relagdo tanto a seus pares do grupo controle, quanto aos grupos de
fémeas (PAM: MEXP (n=6): 108,2 + 2,9 mmHg vs. MCTRL (n=6): 92 + 5,4 mmHg
vs. FEXP (n=6): 102,7 + 4,4mmHg vs. FCTRL (n=6): 90,8 + 1,8mmHg; p < 0,05). A
inibicdo do PVN promoveu reducdo na PAM dos grupos experimentais quando
comparados aos grupos controles: (A PAM: MEXP (n=6): -14,9 + 1,5 mmHg vs.
MCTRL (n=6): -7,2 £ 0,7 mmHg; FEXP (n=6): -12,9 + 1,7 mmHg vs. FCTRL (n=6): -
4,8 + 0,6 mmHg p < 0,05). Por outro lado, ndo foram observadas diferencas nas
respostas de FC dos grupos avaliados (A FC: MEXP (n=6): -35,8 + 6,6 bpm vs.
MCTRL (n=6): -21,6 + 2,9 bpm; FEXP (n=6): -27,8 + 3,5 bpm vs. FCTRL (n=6): -31,0
+ 4,4 bpm). Além disso, a inibicdo aguda do PVN promoveu simpatoinibicdo renal
nos animais experimentais comparados aos controles (A %ANSR: MEXP (n=6): -
17,3 + 1,5 % vs. MCTRL (n=6): -6,8 + 1,0 %; FEXP (n=6): -18,1 £ 0,5 % vs. FCTRL
(n=6): -3,0 £ 0,6 %; p < 0,05). Os resultados demonstrados no presente estudo
mostraram que a dieta hipersédica durante as fases iniciais da vida alterou a PAM
basal dos machos experimentais. Adicionalmente, observamos que a inibicdo aguda
do PVN promoveu alteracdes cardiovasculares e simpaticas nos ratos tratados com
dieta rica em so6dio em comparagédo ao grupo controle. Em conjunto, os resultados
observados adicionam novas informagbes a literatura e sugerem que regides de
controle cardiovascular e simpatico, como o PVN, podem estar mais envolvidas na
modulagao tonica da pressao arterial e ANSR, em resposta a sobrecarga de sodio
na fase pods-natal de ratos normotensos. Por fim, nosso estudo aponta para a
possibilidade de que o estrégeno tenha auxiliado na diminuicao do efeito pressorico

elevado promovido pelo aumento prolongado da ingestdo de sodio, mas nao foi



suficiente para prevenir o aumento da modulagao no ténus simpatico exercido pelo
PVN. No entanto, estudos futuros s&o necessarios para investigar vias e
mecanismos envolvidos nessas respostas.

Palavras-Chave: Sobrecarga de sodio, Doengas Cardiovasculares, Atividade
nervosa simpatica renal, Press&o arterial, Ingestdo de sédio, Estrégeno.



ABSTRACT

High sodium intake can affect the excitability of neurons in regions responsible for
the control of sympathetic nervous activity. It is known that the neuronal activity of the
hypothalamus paraventricular nucleus (PVN) is increased in several models of
sodium-sensitive arterial hypertension (SSH). Diseases that develop in adulthood are
related to certain exposures suffered by the individual during the early stages of life.
However, the literature point out differences between males and females in the
expression of hypertension in both animal and human models, and in females,
estrogen sometimes has a cardioprotective effect. In the present study, we
investigated whether changes in diet during the postnatal phases contribute to
central alterations in the control of renal sympathetic tone in males and females, and
whether they persist in adulthood. More specifically, we evaluated the contribution of
the PVN in the control of cardiovascular parameters and sympathetic nervous activity
(SNA) after treatment with a sodium-rich diet for 30 days in adult rats and rats.
Twenty one days old wistar male and female rats were divided into two groups:
control group, composed of males (MCTRL) and females (FCTRL), maintained with
water; and experimental group, composed of males (MEXP) and females (FEXP),
maintained with hypertonic solution of 0.3 M NaCl. Animals of all groups received
chow and hypertonic solution or water ad libitum for 30 days. After treatment, the
animals of all groups were maintained with water and chow for 15 days (recovery
period). Daily food and fluid (0.3 M NaCl or water) intake and body weight were
monitored during the treatment and recovery periods. At the end of treatment, the
treated male rats were found to have lower body weight compared to controls (MEXP
(n=9): 1153 £ 4.7 g vs. MCTRL (n = 9): 168.0 = 8.0 g, p <0.05). However, this
difference was not observed between the experimental and control female groups
(FEXP (n = 8): 119.5 + 5.3 g vs. FCTRL (n = 8): 134.1 £ 5.2 g). We also observed
that the experimental animals ingested a greater amount of fluid per gram of body
weight (bw) than control animals MEXP (n=9): 0.717 + 0.120 mL/g/bw vs. MCTRL
(n=9): 0.209; FEXP (n=8): 0.576 + 0.060 mL/g/bw vs. FCTRL (n=8): 0.251 + 0.011
mL/g/bw, p < 0.05) and we observed a decrease in the excreted volume (Vexc) in
experimental females compared to the ingested volume (Ving) (FEXP (n=8): Ving
89.6 + 5.6 mL vs. Vexc 56.8 £ 5.2 mL, p < 0.05). In the recovery period there was no
difference in daily water intake between groups (MEXP (n=9): 0.203 + 0.008 mL/g/bw
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vs. MCTRL (n=9): 0,171 £ 0.005 mL/g/bw; FEXP (n=8): 0,229 + 0,013 mL/g/bw vs.
FCTRL (n=8): 0.187 + 0,010 mL/g/bw). In another set of experiments, we evaluated
the participation of the PVN in the maintenance of sympathetic tonus after treatment
with a high sodium diet for 30 days. Bilateral nanoinjections of 50 nL of muscimol
(GABAA agonist, 4 mM) were performed in the PVN in experimental and control
animals during recording of mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and renal
SNA (RSNA). It is noteworthy that in the females these experiments were performed
in the diestrus of the estrous cycle. In the anaesthetized experiments, the males of
the treated group showed higher values of baseline MAP compared to both control
male group and to female groups (PAM: MEXP (n=6): 108.2 £ 2.9 mmHg vs. MCTRL
(n=6): 92 £ 5.4 mmHg vs. FEXP (n=6): 102.7 + 4.4 mmHg vs. FCTRL (n=6): 90.8
1.8 mmHg, p<0.05). Inhibition of the PVN promoted a reduction on MAP of
experimental groups when compared to control groups: (A MAP: MEXP (n=6): -14.9
t+ 1.5 mmHg vs. MCTRL (n=6): -7.2 £ 0.7 mmHg vs. FEXP (n=6): -12.9 £ 1.7 mmHg
vs. FCTRL (n=6): -4.8 + 0.6 mmHg, p <0.05). On the other hand, no differences were
observed in the HR responses of the evaluated groups (A HR: MEXP (n=6): -35.8 *
6.6 bpm vs. MCTRL (n=6): -21.6 £ 2.9 bpm vs. FEXP (n=6): -27.8 + 3.5 bpm vs.
FCTRL (n=6): -31.0 £ 4.4 bpm). In addition, acute inhibition of PVN promoted renal
sympathoinhibition in experimental animals compared to controls (A % ANSR: MEXP
(n=6): -17.3 £ 1.5% vs. MCTRL (n=6): -6.8 + 1.0% vs. FEXP (n=6): -18.1 £ 0.5% vs.
FCTRL (n=6): -3.0 £ 0.6%, p <0.05). The results demonstrated in the present study
showed that the hypersodiuc diet during the early stages of life altered baseline MAP
of experimental males. Additionally, we observed that the acute inhibition of PVN
promoted cardiovascular and sympathetic changes in rats treated with a high sodium
diet in comparison to the control group. Taken together, the observed results add
new information to the literature and suggest that cardiovascular and sympathetic
control regions, such as the PVN, may be more involved in the tonic modulation of
blood pressure and RSNA in response to sodium overload in the postnatal phase of
normotensive rats. Finally, our study points to the possibility that estrogen may have
helped decrease the high blood pressure promoted by prolonged increase in sodium
intake, but it was not enough to prevent the increase in the modulation of the
sympathetic tone exerted by the PVN. However, future studies are needed to

investigate pathways and mechanisms involved in these responses.
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1. Introducgao

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as doengas
cardiovasculares (DCVs) representam 31% no total do numero de mortes globais,
cerca 17,5 milhdes de pessoas (World Health Organization, 2017), e estao
relacionadas principalmente as alteragdes no componente vascular e cardiaco. Um
dos principais fatores de risco para as DCVs é a hipertensdo arterial (HA)
(Rapsomaniki et al., 2014) sendo esta, caracterizada por um aumento da pressao
arterial (PA), o que contribui significativamente para o agravamento das
patofisiologias relacionadas ao sistema cardiovascular (World Health Organization,
2013). Assim, a HA afeta diretamente a saude de um bilhdo de pessoas em escala
mundial, contribuindo entdo para o aumento da mortalidade e morbidade total (NCD
Risk Factor Collaboration (NCD-RisC), 2016). Embora ainda nao seja bem
esclarecida a patogénese da hipertensdo, sabe-se que disturbios da homeostase
hidromineral e ingestao elevada de sédio relacionam-se com esta patofisiologia (Da
Costa et al., 1997; Ito, Gordon e Sved, 1999; Contreras et al., 2000; Rodriguez-lturbe
e Vaziri, 2007; Gomes et al., 2017).

Nesse sentido, diversos estudos tém buscado demonstrar que o consumo
elevado de produtos industrializados e alimentos ricos em sédio desencadeia efeitos
prejudiciais a saude, como o aumento da PA (Vidonhoet al., 2004; He, Marrero e
MacGregor, 2008; He e MacGregor, 2009; Moreira et al., 2014). O estudo de
Moubarac et al (2013) demonstrou que logo na primeira infancia, introduz-se uma
dieta rica em alimentos industrializados, com elevados indices de sodio, em
decorréncia do baixo custo e grande oferta, tornando-os mais acessiveis a todas as
classes sociais (Moubarac et al., 2013). Outros trabalhos demonstram ainda que
haja uma forte correlacado entre uma dieta rica em s6dio e o aumento da incidéncia
das DCVs, classificando assim o consumo elevado de sodio como um fator de risco
para o desenvolvimento, por exemplo, de HA sensivel ao sédio (HSS) (Weinberger,
1996, 2006; He e MacGregor, 2009; Mendis, Puska e Norrving, 2011; Helm e
Macdonald, 2015).

A sensibilidade ao sédio pode ser definida como alteragcbes da PA, em
relacdo as mudangas da ingestdo dietética de sodio (Weinberger et al., 1986),

geralmente é observada em individuos que ndo conseguem efetivamente excretar o



soédio em excesso sem uma elevacgao pressorica (Strauss et al., 1958; Guyton, 1991;
Choi, Park e Ha, 2015). Evidéncias experimentais indicam que essa resposta pode
variar dentre os individuos, podendo estes ser classificados como sensiveis ao sodio
(SS), quando uma dieta rica em sodio leva um aumento de 10% dos niveis de PA,
ou resistentes ao sodio (RS), no qual elevagdes da ingestao de sddio alimentar nao
levam a alteragdes pressoricas superiores a 10% nos individuos (Kawasaki et al.,
1978; Luft et al., 1979; Weinberger et al., 1986).

Além disso, estudos diversos demonstram que: i) a maioria da populagao
normotensa é RS, com aproximadamente 30% pertencente ao grupo SS
(Weinberger, 1996; He e MacGregor, 2009); ii) ha uma maior incidéncia de
individuos SS entre a populagdo hipertensa, indicando assim que a maioria dos
individuos SS sao hipertensos (Weinberger, 1996; He and MacGregor, 2009); iii) ha
uma maior probabilidade de individuos SS desenvolverem HSS (Weinberger, 2002);
iv) a incidéncia de individuos SS é influenciada ainda por inumeros fatores como, por
exemplo, origem étnica, idade, sexo e valores basais de PA (Luft et al., 1979;
Weinberger, 1996; He et al., 2009), demonstrando assim uma heterogeneidade

deste efeito.

Apesar da sensibilidade ao sédio ser um fendmeno bem estabelecido na
HSS, tanto humana quanto em modelos experimentais, ainda nao € bem esclarecido
0s mecanismos patofisioldgicos, havendo uma complexidade multifatorial para a
ocorréncia desta patologia. De fato, diversos mecanismos ja foram propostos estar
envolvidos na patogénese da HSS (Oberleithner et al., 2007; MacHnik et al., 2009;
S. et al., 2011; Nishimoto e Fujita, 2014). Dentre esses mecanismos podemos citar:
anormalidades no endotélio vascular, como alteragdes no sistema do 6xido nitrico
(ON) e eucosanoides (MacHnik et al., 2009; Bragulat et al., 2012; Choi, Park e Ha,
2015); disfungéo renal, como por exemplo, altera¢gdes no sistema de transporte de
sodio transmembrana, levando a retengdo de agua e sodio (Del Mar Lluch et al.,
1996; Choi, Park and Ha, 2015); desequilibrio no sistema renina-angiotensina (SRA)
(Osborn et al., 2007; King et al., 2008; Bragulat, Giner, et al., 2012) e também o
aumento da atividade nervosa simpatica (ANS) (Huang, Amin e Leenen, 2006;
Osborn e Fink, 2010), o que ocasionara num aumento da resisténcia vascular

periférica.



Diversas linhas de evidéncia sustentam a participagdo de um componente
neurogénico na HSS, pelos quais a ingestdo de sal altera a regulagcéo
cardiovascular. Assim, tem-se a hipétese de que o aumento na ingestédo diaria de
sédio leva a um aumento de diversos reflexos simpaticos, podendo ter uma
influéncia na excitabilidade das redes simpatoexcitatérias (Mann et al., 1980; lto,
Gordon e A. F. Sved, 1999; Muntzel et al., 2007; Scrogin, Hatton e McCarron, 2017).
Alterando assim, a excitabilidade das redes neurais de controle da PA, que podem

predispor o individuo ao quadro hipertensivo.

Homeostase dos fluidos corporais: osmossensibilidade e

osmorregulagao.

O equilibrio do meio interno é fundamental para a estabilidade e manutencao
dos processos fisioldgicos, havendo assim uma relagao direta com a manutengao da
osmolaridade corporal e concentragcdes ibnicas dos meios intra e extracelulares
(Strange, 2004; Pedersen, Kapus e Hoffmann, 2011). A osmolaridade refere-se ao
numero de particulas osmoticamente presentes em 1 quilograma de
solvente(‘IUPAC compendium of chemical terminology’, 2013), sendo assim é
definida como a concentracado total efetiva de todas as substancias ou solutos
dissolvidos. A osmolaridade média dos fluidos corporais estao entre a faixa de ~290-
300 miliosmois (mosM). Nestes fluidos corporais estdo dissolvidos a maioria das
biomoléculas organicas, que contribuem muito pouco para a osmolaridade, e
também sais inorganicos que estdo presentes em grandes concentracoes,
principalmente o ion sddio (Na*) que, conjuntamente com seus ions associados, é
responsavel por 90% da atividade osmética plasmatica (Evangelista et al., 2014). E
importante ressaltar que os fluidos corporais estdo separados em dois
compartimentos, o compartimento intracelular (CIC) e compartimento extracelular
(CEC) e as principais alteragbes na osmolaridade ocorrem neste ultimo. A
composicao de solutos do CIC e CEC sao diferenciadas devido a membrana
plasmatica das células, que funciona como uma barreira, permitindo a troca de agua,
porém, impedindo a passagem de ions, confinando assim, o Na* bem como outros
ions, ao CEC. Quando a agua, por osmose e transporte facilitado, se move entre
estes compartimentos, ela vai de uma regido de baixa osmolaridade, para um local
de alta osmolaridade, criando assim um gradiente osmotico (Strange, 2004; Cannon,
2017).



O sal proveniente da alimentagcao é absorvido pelo trato grastrointestinal (TGI)
e o ion Na* entra no plasma sanguineo. Em seguida ocorre uma distribuicdo
uniforme deste ion em todo CEC, resultando em um aumento generalizado da
osmolaridade. Consequentemente, a agua se move do local hiposmético para o local
hiperosmético e este processo de osmose ocorre até ser atingido um equilibrio
(Bourque, 2008). Entretanto, estudos demonstraram que a hiperosmolaridade do
CEC, promovida pela ingestdo de soédio, pode desencadear respostas
comportamentais e neuro-humorais (Dunn et al., 1973; McKinley, Denton e
Weisinger, 1978; Silk et al., 2003; Thrasher et al., 2017; Zerbe e Robertson, 2017),
como a sensagao de sede, para aumentar a ingestdo de agua e diluir o sdédio,
diminui¢cdo do apetite ao sodio (Weisinger, Denton and McKinley, 1983; Blackburn et
al., 1993, 1995) e a liberagdo do horménio vasopressina (VP), para aumentar a
reabsor¢ao de agua pelos rins, através do trafego de aquoporinas para a membrana
luminal das células principais dos tubulos renais, onde ocorre difusdo de agua até

gue seja reestabelecido o gradiente (Fenton, 2009; Stockand, 2010).

Por outro lado, aumentos agudos na osmolaridade plasmatica, induzidos por
infusdo de solugdes hipertbnicas na artéria carétida, por exemplo, promovem o
aumento da taxa de natriurese (Blaine et al., 1975; Emmeluth et al., 1996; Passo,
Thornborough e Rothballer, 2011; McKinley et al., 2017). A natriurese ocorre devido
a promogao de respostas renais, autonémicas (Morita et al., 1993; Weiss et al.,
1996; Nishida et al., 1998; May, McAllen e McKinley, 2000) e humorais (Pettersson
et al., 1986; Morris e Alexander, 1989; Rauch et al., 1990; Antunes-Rodrigues et al.,
2004; Blanch et al., 2013). Estas respostas resultam em aumentos na PA (Colombari
et al.,, 2000; Pedrino, Monaco e Cravo, 2009; Toney e Stocker, 2010) e
vasodilatacao renal (Fujita et al., 1991; Colombari e Cravo, 1999; Colombari et al.,
2000; Pedrino, Monaco e Cravo, 2009) a fim de restabelecer as condigdes

normovolémicas.

A deteccao das variacbes de osmolaridade é realizada por osmorreceptores
localizados perifericamente e centralmente (Bourque, Oliet e Richard, 1994; Johnson
e Thunhorst, 1997; Antunes-Rodrigues et al., 2004). Os osmorreceptores periféricos
estdo localizados no TGl superior como a orofaringe (Kuramochi e Kobayashi,
2000), o TGl em si (Dooley and Valenzuela, 1984; Andersen et al., 2017; Carlson,

Beitz e Osborn, 2017), e nos vasos que irrigam o figado, rins e glandulas adrenais



(Zhang e Bourque, 2003). Quando ativados, estes receptores se comunicam através
dos nervos vago e esplancnico (Vallet e Baertschi, 1982) com o sistema nervoso
central (SNC), induzindo respostas antecipatoérias de sede e liberagao de VP a fim
de diminuir as alteragbes homeostaticas causadas pela ingestdo de sédio antes
mesmo destas promoverem alteracbes na osmolaridade plasmatica (Niijima, 1969;
Adachi, 1984; Kobashi e Adachi, 1993; Osaka, Kobayashi e Inoue, 2002; Stricker e
Hoffmann, 2007; Baertschi e Pence, 2017; Huang, Sved e Stricker, 2017).

Centralmente, alteracbes na osmolaridade plasmatica sao percebidas por
regides desprovidas de barreira hematoencefalica denominadas 6rgaos
circumventriculares (OCVs) devido sua localizagao préxima aos ventriculos cerebrais
(Bourque et al., 2007; Bourque, 2008). Dentre estes se destacam os neurdnios
localizados no 6rgao subfornicial (SFO) e no 6rgao vasculoso da lamina terminal
(OVLT), que enviam projecdes para regides especificas do SNC, responsaveis pelo
controle autonémico homeostatico da PA e do equilibrio hidroeletrolitico
(Westerhaus e Loewy, 1999; McKinley et al., 2001; Cottrell e Ferguson, 2004).

Evidéncias na literatura demonstram que os neurénios existentes nos OCVs,
direta ou indiretamente respondem a aumentos agudos na osmolaridade onde a
diminuicdo do volume celular abre canais de cations nao-seletivos inativados por
estiramento (Bourque, Voisin e Chakfe, 2002; Zhang e Bourque, 2003; Ciura, 2006;
Naeini et al., 2006), isso provoca uma despolarizagcdo celular, aumentando a
excitabilidade destes neurbnios e frequéncia de disparo dos potenciais de acgao.
Quando detectadas estas alteracoes de osmolaridade no CEC, desencadeiam-se
ajustes comportamentais e neurovegetativos para restabelecer a composi¢céo e/ou
volume do CEC, como descrito anteriormente (Fitzsimons, 1978; Skett, 2003;
Antunes-Rodrigues et al., 2004).

Os osmorreceptores centrais sdo responsaveis pelo controle osmoético agudo
da sede (Stricker eSved, 2000; McKinley e Johnson, 2004) e secrecdo de VP,
através de projecbes monossinapticas para os neurénios magnocelulares do nucleo
paraventricular (PVN) do hipotalamo (Camacho e Phillips, 1981; Bourque, Oliet
eRichard, 1994; Oldfield et al., 1994; McKinley et al., 2001) e para o nucleo pré-
Optico mediano (MnPO) (Stocker eToney, 2005). Convergentemente, os
grupamentos bulbares A1 e A2 se projetam monossinapticamente para o PVN

(Sawchenko e Swanson, 1982) e transmitem informagao sobre volume sanguineo e



pressdo sanguinea. Além disso, a ativacdo destes osmorreceptores pode
desencadear alteragcées na PA e ANS através destes circuitos integrados (Morita et
al., 1993; Toney et al., 2003; Antunes-Rodrigues et al., 2004; Shi, Stocker e Toney,
2007; Bourque, 2008; Toney e Stocker, 2010; Blanch et al., 2013). Os neurdnios pré-
motores simpaticos no PVN recebem aferéncias excitatérias dos OCVs presentes no
prosencéfalo (Miselis, 1981; Shi, Stocker eToney, 2007) e se projetam para centros
excitatérios do bulbo e medula espinal que comandam a ANS (Swanson e
Sawchenko, 1980; Chen and Toney, 2003). Assim, quando o PVN é ativado este é
capaz de influenciar o tonus simpatico (Kannan, Hayashida e Yamashita, 1989;
Cato, 2004; Antunes et al., 2006; Freeman e Brooks, 2006; Zhong et al., 2008; Chen
e Toney, 2017).

Um aumento na ingestdo de sdédio pode promover elevagdo de 1-2% na
osmolaridade plasmatica (Fang et al., 2000; Habecker et al., 2003; Simon, 2003) que
sdo suficientes para ativar os osmorreceptores centrais. Diversos estudos
demonstram que aumentos agudos na concentragao de sodio plasmatico e do fluido
cerebroespinhal (CSF) (Fitzsimons, 1980; Toney et al., 2003) desencadeiam
mecanismos neurais especificos que envolvem a diminui¢do da ANS para o territério
renal, a fim de promover vasodilatagdo renal (Shen, Graham eVatner, 1991; Pedrino
et al., 2008; Pedrino, Monaco eCravo, 2009). J& aumentos na osmolaridade
induzidos por desidratagdo (Hall e Blass, 1975; Brooks, Freeman e O’Donaughy,
2004), desencadeiam mecanismos centrais que promovem o aumento da ANS para
outros territérios, como toracico, esplancnico e lombar, para a manutencéo do ténus
simpatico e PA (Shi, Stocker e Toney, 2007; Holbein e Toney, 2015).

Cabe ressaltar que, inicialmente, a resposta simpatoinibitéria especifica para
o leito renal acoplada a hipernatremia induzida pela ingestéo de sodio, é dependente
da integridade de diversas areas do SNC, como o a regido antero-ventrolateral do
terceiro ventriculo (AV3V) (Wakitani et al., 1985; Pedrino et al., 2005; Colombari et
al., 2017), grupamentos noradrenérgicos A1 e A2 da regido caudoventrolateral do
bulbo (CVLM) e nucleo do trato solitario (NTS) (Pedrino et al., 2008, 2012; da Silva
et al., 2013) e dos aferentes periféricos, como os baro e os quimiorreceptores
(Pedrino, Monaco e Cravo, 2009; N.O. et al., 2014; Silva et al., 2015; Pedrino et al.,
2016). Propde-se entdo, que a ativagao de osmorreceptores periféricos e talvez de

neurdnios simpatoinibitérios de baixo limiar de osmossensibilidade, promove uma



reducdo da descarga ténica para os nervos renais, 0 que leva a vasodilatac&o renal

e consequente excrecao de sodio (Toney et al., 2003).

Contudo, Toney et.al. (2003) propuseram ainda que, caso a osmolaridade
aumente para niveis criticos ou por longos periodos e essa simpatoinibicdo nédo é
adequada para promover natriurese e por fim restabelecer o equilibrio
hidroeletrolitico, regides especificas do SNC sao recrutadas a fim de promover
simpatoexcitagao (Toney et al., 2003). Outros trabalhos na literatura evidenciam que
este aumento da ANS tem como alvo os rins, bem como outros érgédos, onde
promove um aumento na PA, aumento da perfusao renal e natriurese efetiva (Weiss
et al., 1996; Scrogin, Grygielko e Brooks, 2017). De fato, estudos pioneiros
demonstraram que mudancas prolongadas na osmolaridade podem contribuir para a
manutencdo a longo prazo do tbnus simpatico aumentado (Fitzsimons, 1980;
Verbalis, Baldwin e Robinson, 1986).

Do que até aqui exposto, podemos observar que o aumento da ingestao diaria
de sddio, pode levar a hiperosmolaridade central e, consequentemente, a ativagao
dos osmorreceptores centrais (OCVs), podendo entdo, desencadear em aumento de
diversos reflexos simpaticos, apresentando assim forte influéncia nas conexdes

simpatoexcitatérias do SNC.
Participacao do PVN na homeostase cardiovascular

Anatomicamente, o PVN é uma regido hipotalamica bilateral que se estende
de forma rostrocaudal ao terceiro ventriculo e € o componente mais dorsal do
complexo nuclear taldmico medial intralaminar (Paxinos e Watson, 2007). O PVN
possui um papel essencial nas fungdes neuroenddcrinas e autonémicas, inclusive o
controle da atividade do eixo hipdfise-cortex adrenal em resposta ao estresse,
reflexo de ejegao do leite, secre¢cdo de horménios tireoidianos, homeostase corporal,
ingestdo de alimentos e sintese de melatonina hipofisaria. Este nucleo participa
também no controle da fungao cardiaca, através do controle do reflexo cardiaco
aferente (Zhong et al., 2008) e regulagdo do volume sanguineo (Cui, Coderre e
Renaud, 2001).

O PVN pode ser divido em duas regides funcionais: a regido magnocelular,
que se relaciona com a hipdfise posterior e possui fungdo neuroenddcrina, onde

promove a secre¢do dos horménios ocitocina (OT) e VP (Swanson, Sawchenko e



Lind, 1986; Pyner, 2009), e a regiao parvocelular, a qual possui neurbnios geradores
da ANS que se projetam diretamente para os neurdnios pré-ganglionares simpaticos
localizados na coluna intermédio lateral da medula espinal (IML) e ainda, para os
neurdnios pré-motores simpaticos presentes na regido rostroventrolateral do bulbo
(RVLM) (Swanson e Kuypers, 1980; Loewy, 1981; Sawchenko e Swanson, 1983;
Lovick, Malpas e Mahony, 1993; Shafton, Ryan e Badoer, 1998; Pyner e Coote,
2000).

Os neurdnios do PVN se conectam extensivamente com uma variedade de
neurénios, sendo estes, hipotalamicos, do tronco encefalico, das regides limbicas e
do cértex pré-frontal (Swanson e Kuypers, 1980; Swanson e Sawchenko, 1980;
Sawchenko e Swanson, 1983). Assim, do PVN emergem pelo menos 4 projecbes
que podem contribuir para a simpatoexcitacdo seguida a ativagao desse nucleo: i)
projecéo direta do PVN para o corno dorsal da IML, os neurbnios pré-ganglionares
da medula espinal (Loewy, 1981; Coote et al., 1998); ii) proje¢des para o nucleo do
trato solitario (NTS), que suprimem a atividade dos neurdnios ativados por aumento
da PA (Duan, Kopin e Goldstein, 1999); iii) proje¢cdo para o0 nucleo
parabraqueallateral (nPBL), que por sua vez ativa a RVLM (Coote, 2007); iv)
projecdo excitatoria direta para a RVLM (Stocker et al., 2006). Adicionalmente,
estudos demonstraram que estimulagdo farmacoldgica do PVN resulta em rapidos
aumentos de frequéncia cardiaca (FC), PA e ANS para o leito renal (Kannan,
Hayashida e Yamashita, 1989; Martin, Segura e Haywood, 1991; Martin e Haywood,
1993; Duan et al., 1997; Kawabe et al., 2009).

O PVN em conjunto com os OCVs possui importante papel na organizacéao de
respostas ao desbalan¢o osmaético (Swanson, Sawchenko e Lind, 1986; Kiss, 1988;
Badoer, 2001; Coote, 2007; Pyner, 2009; Barrett-Jolley et al., 2011). De fato,
experimentos nos quais solugdo de salina hiperténica (SH) foi nanoinjetada no
hipotalamo, observou-se uma resposta pressorica aumentada (Toney et al., 2003;
Qiu et al., 2004; Bourque, 2008; Chu, Kannan e Qiu, 2010). Por outro lado, a infusao
intracarotidea de solucao hipoténica em ratos desidratados levou a uma diminuicao
de ANS lombar (ANSL) e PA e elevacgao de FC (Brooks, Qi and O’'Donaughy, 2005).
Outros estudos ex vivo revelaram ainda que solugdes hipoténicas reduzem a
frequéncia de disparo dos neurbnios magnocelulares (Bourque, Oliet e Richard,

1994) e parvocelulares do PVN (Feetham et al., 2015; Feetham, Nunn and Barrett-



Jolley, 2015). Demonstrando assim, em conjunto com outros estudos (Toney et al.,
2003; Stocker et al., 2006), que estes mecanismos de controle autonémico,
possuem como finalidade manutencido da homeostase cardiovascular frente a

desidratacao.

Experimentalmente, a participagdo dos receptores de angiotensina Il (Ang Il)
na excitacdo do PVN vem sendo demonstrada ao longo dos anos por alguns
importantes grupos de pesquisa (Li, 2005; Freeman e Brooks, 2006; Osborn e Fink,
2010; Gabor e Leenen, 2012; Holbein e Toney, 2015; Ferguson, Washburn e
Latchford, 2017; Holbein et al., 2017). Em um desses estudos foi revelado que a
simpatoexcitagao renal causada pela infusdo intracarotidea de salina hipertdnica, &
atenuada com o bloqueio do receptor de Ang Il do tipo 1 (AT1), através da
nanoinjecéo de Losartan no PVN (Chen e Toney, 2001). A Ang Il também excita a
maioria dos neurbnios do PVN que se projetam para o RVLM (Cato, 2004),
indicando que o sinal osmoticamente induzido pela Ang Il no PVN pode sensibilizar
os neurdnios da RVLM. Além disso, a ativacao nao especifica do PVN estimula os
neurdnios vasomotores, via liberacdo de glutamato (Yang, Bertram e Coote, 2001).
Indicando assim que glutamato e Ang Il sdo neurotransmissores importantes na
osmorregulacdo. O PVN é mantido tonicamente inativo através da atividade de
neurdnios GABAérgicos que o circundam (Martin and Haywood, 1993). De fato,
experimentos em ratos anestesiados demonstraram que a nanoinje¢ao de muscimol,
um agonista do receptor de acido gama-aminobutirico do tipo A (GABAAR) no PVN,
levou a uma reducao da PA, FC e ANSR de forma dose dependente (Adams et al.,
2007; Wang et al., 2009; Holbein and Toney, 2015; Holbein et al., 2017; Mendonga
et al., 2018). Respostas semelhantes sdo observadas com inibicdo aguda de outros
nucleos envolvidos na osmorregulagao, como o MnPO (Amaral et al., 2014; Mourao
et al., 2016) e OVLT (Shi, Stocker e Toney, 2007), indicando que a manutengao

destas respostas depende da integridade destes circuitos.

De particular interesse no presente trabalho, estudos demonstram que
atividade neuronal do PVN se encontra elevada em diversos modelos de HSS (Li et
al., 2017), através de mecanismos sinapticos, incluindo a perda da inibicao pelo
GABA (Martin e Haywood, 1998) e aumento da modulag&o excitatoria exercida por
vias glutamatérgicas e angiotensinérgicas (Gabor e Leenen, 2012). Demonstrando

este ser um nucleo chave de estudo para desvendar como a ativacédo crénica do
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sistema central de controle da homeostase cardiovascular, mediada por uma dieta
rica em sodio poderia contribuir para a manutencdo da ANS exagerada em modelos
de HSS.

Dieta rica em sédio nas fases iniciais e alteragdes cardiovasculares

Estudos sugerem que doencas que se desenvolvem na fase adulta estao
relacionadas a determinadas exposi¢cdes sofridas pelo individuo durante as fases,
pré-natal, pds-natal e adolescéncia (Law et al., 1991) sendo a exposi¢cao a
quantidades elevadas de sddio nas fases iniciais da vida um modelo adicional de
estudo. Vidonho et. al. (2004) demonstraram que a prole adulta de mées tratadas
com dieta rica em sddio durante a gravidez e lactagdo, possuem alteragdes a longo
prazo na PA, sensibilidade a insulina, e aumento de lipidios plasmaticos (Vidonho et
al., 2004).

Sabe-se entdo que a dieta maternal durante o periodo perinatal possui um
papel chave na programacao da hipertensdo na prole adulta (Vehaskari, Aviles e
Manning, 2001), assim como a restricdo de proteinas especificas (Bédard et al.,
2005), ou restricdo de nutrientes. Outros fatores como restricdo hidrica (Lisle et al.,
2003), deficiéncia de ferro (Woods et al., 2001), ingestao elevada de gordura e sddio
(Khan et al., 2003; Vidonho et al., 2004; Ross et al., 2005), durante o periodo
perinatal também podem ser associados com o desenvolvimento de hipertensao na

prole adulta.

Apesar de muitos estudos demonstrarem a importancia das fases iniciais da
vida no desenvolvimento da HA na fase adulta, poucos sédo os estudos que avaliam
como intervengdes, principalmente relacionadas ao sédio, nas fases pds-natais
contribuem para o desenvolvimento dessa patofisiologia, ou até mesmo alteragbes
no sistema cardiovascular (Fang et al., 2001; Ufnal et al., 2011; Moreira et al., 2014;
Gomes et al., 2017). Estudo realizado por Moreira et al. evidenciou como a
introducédo de dieta rica em sédio (0,3M NaCl) durante 60 dias apés o desmame,
poderia contribuir para a patogénese da hipertensdo (Moreira et al., 2014),
provocando um aumento da pressao arterial média (PAM), FC e diminuigdo da
sensibilidade barorreflexa, nos animais adultos. Nesse sentido, € de grande
relevancia o estudo de como intervengdes no periodo pdés-natal e pds-desmame

podem influenciar os parametros cardiovasculares e autonédmicos e a partir de que
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ponto 0 consumo excessivo de sddio neste periodo poderia se tornar um preditor

para o desenvolvimento de DCVs e/ou contribuir para a HSS.

Embora muitos estudos tenham observado alteracbes no sistema
cardiovascular, tanto na prole de maes submetidas a dieta rica em sddio durante
gestacdo e amamentagdo, quanto no periodo poés-natal, tais achados n&o séao
suportados de forma consistente (Fang et al., 2001; Porter, King e Honeycutt, 2007;
Bibeau et al.,, 2011; Ramos et al., 2012; Gray et al., 2013; Mizuno et al., 2013;
Maruyama et al., 2015; Pitynski, Flynn e Skinner, 2015). Por exemplo, um estudo
realizado por Porter et. al. (2007) ndo observou aumento da PA dentre a prole adulta
de maes supridas com uma dieta hipersédica (8% NaCl) durante a gravidez.
Contudo, neste mesmo estudo foi observado um aumento da PA e sensibilidade da
FC em resposta ao estresse na prole feminina (Porter, King and Honeycutt, 2007).
Estas alteragdes cardiovasculares foram acompanhadas por um aumento na
expressao de mRNA do hormonio liberador de corticotrofina no PVN. Sugerindo
assim que os efeitos da ingestdo materna de sodio, na saude cardiovascular da

prole adulta, podem ser influenciados pelo sexo.

Alguns estudos também ja demonstraram que a ingestdo materna de sodio
esta realmente associada a alteragbes sexo-especificas na responsividade do SRA
na prole adulta (Ramos et al., 2012), e que pode ocorrer hipertensdo sexo especifica
nos machos, devido a alteragcbes no desenvolvimento fetal do cérebro e intestino
(Gray et al., 2013). Ja em modelos de restricdo de crescimento intrauterino (Bibeau
et al.,, 2011), frente a uma dieta hipersddica, observa-se na prole diferengas entre
machos e fémeas, com maior expressdo observada nos machos, na expressao dos
receptores periféricos AT1 e AT2 de Ang Il e de citocromo P450 da aldosterona
sintase, uma enzima necessaria para a producdo de aldosterona na zona
glomerulosa do cértex adrenal apds ligagado de Ang Il com o receptor AT1 (Bassett,
White and Rainey, 2004). Frente as evidéncias, os fatores que contribuem para
resultados divergentes em relagado aos efeitos da ingestdo exagerada de sddio no
sistema cardiovascular, sdao quantidade de sédio da dieta, duracao da exposicao

dietética especifica e género da prole.

Importantes estudos de modelos que se correlacionam uma dieta rica em
sodio e hipertensao ou aumento da ANS sao utilizados para avaliar o efeito do sédio

sobre pardmetros cardiovasculares e ANS, como animais Dahl sensiveis ao sédio
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(DS) (modelo genético), tratamento com mineralocorticoides associados a uma dieta
elevada de sodio, ou infusdo de Ang Il associada a dieta rica em sédio (O’Donaughy
e Brooks, 2006; O’'Donaughy, Qi e Brooks, 2006; Osborn et al., 2007; Osborn e Fink,
2010). Contudo, ainda sédo escassos os estudos que correlacionam uma dieta rica
em sodio na fase pds-natal e possiveis alteragdes na ANS ou nos componentes

simpatoexcitatorios do sistema central de controle osmético, como o PVN.
O efeito protetor do estrégeno na hipertensao sensivel ao sal.

A sensibilidade ao sal da PA aumenta o risco de hipertensdo e DCVs. A
prevaléncia da sensibilidade ao sal € maior em mulheres que estdo na menopausa,
seja ela natural ou cirurgica (Schulman e Raij, 2006; Schulman et al., 2006),
sugerindo que a susceptibilidade ao desenvolvimento de HSS estd diretamente
ligada a auséncia de horménios sexuais femininos (Schulman et al., 2006). Tais
evidéncias sao demonstradas em modelos experimentais de HSS, onde a
ovariectomia (OVX) aumenta a resposta da PA ao sédio em diversos modelos,
como; i) em ratos DS e resistentes ao sal (DR) (Maric, Sandberg e Hinojosa-
Laborde, 2004; Maric et al., 2008); ii) ratos mRen2.Lewis, uma cepa transgénica com
superexpressao de renina (Chappell, Yamaleyeva e Westwood, 2006); iii) ratos DS
numa dieta hipossédica (Harrison-Bernard, Schulman e Raij, 2003; Hinojosa-
Laborde et al., 2004); iv) ratos do modelo hipertensivo desoxicorticoesterona
(DOCA)-sal (Crofton, Share e Brooks, 1989). Estes estudos evidenciam que o efeito
hipertensor da OVX esteja ligado a perda do estrégeno, ja que a reposicao deste,
com 17 [B-estradiol, previne estes efeitos. Sugerindo entdo que os hormdnios

ovarianos sdo essenciais no balango do sodio e regulagédo da PA.

Diferencas entre machos e fémeas na expressdo da HA e consequente lesao
de 6rgaos, sao observadas em modelos experimentais € em humanos (Reckelhoff,
2001; Foy et al., 2018), sendo que os machos exibem um desenvolvimento mais
acelerado de DCVs em relacdo as fémeas. Estudos epidemiolégicos demonstram
ainda, que ha uma incidéncia reduzida de DCVs em mulheres e animais
experimentais pré-menopausa (Barrett-Connor, 1997; Hayward, Kelly e Collins,
2000; Sowers e Lester, 2000; Crabbe et al., 2003; Pechére-Bertschi e Burnier,
2004). Este efeito cardioprotetor do estrégeno muitas vezes pode ser atribuido ao
melhoramento do perfil lipidico e funcdo endotelial, modulados pela presenga do

estrogeno (Mendelsohn e Karas, 1999).



13

Podemos observar ainda dimorfismo sexual em ratos com hipertensao
neurogénica essencial (ratos espontaneamente hipertensos, SHR), onde os machos
desenvolvem hipertensdo de forma mais rapida comparado com as fémeas (Dahl,
2004), e também com fémeas SHR que parecem possuir menor sensibilidade ao
desenvolvimento de HSS (Blizard et al., 1991). Apesar dos modelos de HSS citados
anteriormente evidenciarem o efeito cardioprotetor do estrogeno, a literatura aponta
diferengas quanto ao estagio de vida em que as fémeas sao expostas a determinada
intervengao e os possiveis reflexos sob os parametros cardiovasculares (Fang et al.,
2001; Brinson, Rafikova e Sullivan, 2014). Em estudo realizado comparando a
influéncia da deplegdo de estrogeno sobre a pressdo em fémeas SHR e DS,
submetidas a dieta rica em sédio, a OVX nao promoveu aumentos na PA nas
fémeas SHR, indicando que estas teriam menor sensibilidade ao sal em relagao a
fémeas DS (Brinson, Rafikova e Sullivan, 2014). Entretanto, quando a OVX é
realizada antes da maturagao sexual (3 semanas) em fémeas SHR submetidas a
uma dieta rica em sédio, resulta num aumento da PA (Fang et al., 2001). Por outro
lado, neste mesmo estudo, fémeas SHR que nao foram submetidas ao
procedimento cirdrgico, apresentaram também um aumento da PA, quando a dieta

rica em sodio foi iniciada com 3 semanas de idade (Fang et al., 2001).

Em conjunto, os resultados citados anteriormente, sugerem que o periodo em
que a OVX é realizada e a idade em que se inicia a dieta rica em sédio sao
determinantes criticos do impacto do sddio sobre a PA em fémeas SHR. Sendo
importante entdo estudar como a introdugédo de uma dieta rica em sédio na fase pré-
natal, antes da maturacao sexual, poderia influenciar neste efeito cardioprotetor do
estrogeno sobre a PA e se este efeito se estende a possiveis alteragbes no ténus
simpatico.

Diante do que até aqui exposto, € licito supor que uma dieta rica em sédio nas
fases iniciais do periodo pés-natal poderia alterar parametros cardiovasculares e
autonOmicos simpaticos em machos e fémeas na fase adulta. Assim, no presente
estudo buscamos entdo avaliar os possiveis efeitos de uma dieta rica em sdédio
(0,3M, NaCl), no periodo pés-natal e pés desmame, por 30 dias sobre os parametros
comportamentais, cardiovasculares e simpaticos bem como a contribuicdo do PVN

para estas respostas em machos e fémeas normotensos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O presente estudo buscou avaliar a participagdo do nucleo paraventricular
(PVN) do hipotalamo sobre as respostas cardiovasculares e simpaticas em ratos
machos e fémeas normotensas, que foram submetidos ao protocolo de dieta

hipersadica, no periodo pds-natal e pdés-desmame.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar os efeitos de uma dieta rica em sddio durante 30 dias, pds-
natal e p6s desmame, no padréo de ingestao de fluidos (dgua e salina hipertdnica) e
racdo, bem como ingestdo induzida de sédio de ratos machos e fémeas, nao

anestesiados;

2.2.2. Avaliar o efeito da inibicdo do nucleo Paraventricular do Hipotalamo
sobre a pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e atividade nervosa
simpatica renal (ANSR) em ratos e ratas anestesiados que foram tratados com 0,3M
NaCl (Grupo Experimental) ou agua (Grupo Controle) durante 30 dias no periodo

pos-natal.
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3. Materiais e métodos

3.1 Animais experimentais

Todos os experimentos foram realizados em animais machos e fémeas da
linhagem Wistar de 21 dias (35-42g de peso corporal). O experimento de sobrecarga
de sodio foi realizado em ratos fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Goias (UFG). Os animais foram mantidos em salas climatizadas
(temperatura 22-24 °C) com acesso ad libitum a ragao (0,4% ou 0,067 mM NaCl;
AIM-93; 148). Todos os protocolos utilizados foram aprovados pela Comissdo de
Etica do Uso de Animais (CEUA) da UFG, nimero de protocolo 023/2015.

3.2 Dietarica em sédio

Para realizar o protocolo de sobrecarga de sodio, adicionamos a agua dos
animais experimentais NaCl (0,3 M; Synth, Diadema, SP, Brasil, 0,615 osmol/L). Aos
animais pertencentes ao grupo controle foi ofertado agua filtrada. A dieta se iniciou
do 21° dia, ap6s o desmame dos animais, e seguiu um periodo de 30 dias, no qual
se encerrou o tratamento. Apds este periodo, estabeleceu-se um periodo de
recuperacao de 15 dias no qual foi ofertada uma dieta normosédica (ragado e agua)
para todos os grupos. Apos o protocolo de dieta rica em sodio realizaram-se
experimentos pos-tratamento em todos os animais dos grupos, durante um periodo

de 10 dias como pode ser observado na Figura 1.

) . Experimentos
Periodo de Periodo de pos-tratamento

tratamento (30 dias) Recuperagéo (15 dias) (10 dias)

( | i )

I | I |
21 dias 51 dias 66 dias 76 dias
Figura 1. Delineamento experimental da dieta rica em sodio.
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3.3 Acompanhamento de Ingestao de ragao, fluido, peso corporal e

ciclo estral das fémeas

Um grupo de animais foram mantidos em caixas opacas individuais e a
ingestao diaria de fluido, ragdo e peso corporal foram mensuradas cinco dias por
semana, totalizando 6 médias de semanas (periodo de tratamento 4 semanas e
periodo de recuperagédo 2 semanas). A quantidade diaria de fluido e ragao ingerida
foi determinada por subtragcdo da quantidade fornecida no dia anterior, pela
quantidade remanescente no dia seguinte. Apds observagao de abertura vaginal das
fémeas, o ciclo estral destas comecou a ser acompanhado diariamente, no qual se
utilizou uma ponteira de pipeta com salina estéril isotbnica para realizar lavado
vaginal. O material coletado foi colocado em laminas de vidro e avaliado sobre luz
de microscépio o6tico no aumento de 20x. No microscopio foram retiradas
fotomicrografias de 3 a 4 campos do lavado a fresco, para avaliar as diferentes fases
do ciclo estral (Figura 2). Com atengao para realizar os experimentos agudos, no
qual foram avaliados parametros cardiovasculares, somente no periodo diestro, pois
existem alteragbes na sensibilidade barorreflexa em outras fases do ciclo estral,
podendo promover altera¢des nas respostas cardiovasculares (Goldman et al., 2009;
Brooks et al., 2012).

“in
e
i

2 - e
e N
PROESTRO ESTRO METESTRO DIESTRO
Desenvolvimento Niveis maximos de Atividade do corpo luteo
folicular estrogénio

Fase de repouso
Ap6s regresséo do corpo Aumento dos niveis de
luteo Progesterona

Formagéo do corpo luteo
Regresséo do corpo
luteo ao final
Pico de LH
Ovulacéo e copula
Periodo de atividade

Altos niveis de
estrogénio

De 24 a 48 horas
Dura cercade 24 a 72
horas

Dura cerca de 12 horas

Células nucleadas,
células queratinizadas e
reduzido nimeros de
leucécitos

sexual (geralmente
noturno)

Dura cerca de 24 horas

Células queratinizadas

Células nucleadas
(jovens)

Células queratinizadas e
reduzido nimeros de
leucécitos

Células nucleadas
Numero elevado de
leucdcitos

Presenca de muco

Figura 2. Esquema explicativo do ciclo estral e fotomicrografias representativas das fases do ciclo
estral das fémeas, no qual sdo observados os tipos de células caracteristicas de cada fase. Aumento

20x. Autora: Melissa Tavares Almeida, Fonte: Westwood, 2008; Paccola et. al. 2013.
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Além disso, nos trés ultimos dias do periodo tratamento, os animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas, nas quais foram mensurados a ingestdo de
solugéo salina hipertdnica NaCl ou agua, ingestao de ragéo, peso e volume urinario
a fim de realizar um balango hidrico entre volume ingerido de fluido e volume

excretado.

3.4 Protocolo de restrigao hidrica de 36h e replegao parcial (RH-RH) —

Avaliagao de apetite ao sédio.

Ao final do periodo de recuperagao, os animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas, nas quais foram mensurados a ingestdo de solugao salina hiperténica
NaCl (0,3 M; Synth, Diadema, SP, Brasil) e agua, ingestdo de ragéo, peso e volume
urinario. Os animais permaneceram dois dias na gaiola para aclimatagao, ao passo
que todas as coletas foram realizadas para habituacdo de manipulagcado dos animais.
Apods o periodo de 48h de aclimatagéao iniciou-se o protocolo de restricdo hidrica e
replecéo parcial (RH-RP), assim como descrito por (Sato, Yada e De Luca, 1996),
representado na Figura 3. As mamadeiras com agua e solu¢do de salina hiperténica
foram entdo removidas, com os animais tendo livre acesso somente a racdo. Apos
36h de restricdo hidrica, foi ofertada somente agua aos animais por um periodo de
duas horas a fim de promover replecao parcial e saciacdo da sede e depois foi
introduzida a mamadeira com solugédo salina, o que permite distinguir a sede do

apetite ao sédio.

_ . L Rehidratacdo e
Aclimatacéo (48h) Restrigao (36h) recuperagao (72h)

Y S B e

; Replegao .
66 dias 76 d
oh (4gua) 1as

Figura 3. Delineamento experimental do protocolo de restricao hidrica e replegdo parcial, realizado
em gaiolas metabdlicas apos o periodo de recuperagéo, no qual foram coletados dados de ingestao

de fluidos e ragao, peso e volume urinario.
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3.5 Nanoinje¢oes no Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (PVN)

Em outro grupo de ratos submetidos a dieta rica em sdédio, foi avaliada a
participacédo do PVN na manutengéo do ténus simpatico renal. Apos o periodo de
recuperacao (15 dias), os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg de
massa corporea, i.v.; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), apds indugao anestésica
com isofluorano 2% em Oz a 100%. Cateteres de polietileno (PE 10 soldado a PE
50) foram inseridos na aorta abdominal através artéria femoral e na veia cava
inferior, através da veia femoral, para o registro da pressao arterial pulsatil (PAP) e
a infusdo do anestésico, respectivamente. Apds a canulagéo vascular, foi realizada
traqueostomia, para reduzir a resisténcia das vias aéreas. Apds os procedimentos
cirdrgicos gerais, os animais foram posicionados em decubito ventral em aparelho
estereotaxico com bocal posicionado -3,5mm abaixo da linha interaural.
Nanoinjegdes bilaterais de 50 nL de soro fisioldégico (NaCl 0,15 M, Synth, Diadema,
SP, Brasil) e muscimol (agonista GABAa, 4mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
foram realizadas no PVN. As coordenadas estereotaxicas utilizadas foram obtidas
e modificadas a partir do Atlas Paxinos e Watson (Paxinos and Watson, 2007).
Como ilustrado na Figura 4, as alteragdes cardiovasculares e na ANSR evocadas
pelas nanoinjegdes de soro e muscimol foram cada uma, registradas por 30
minutos. Apds os registros, foram realizadas nanoinjegdes do corante Azul de
Evans (Dinadmica, Diadema, SP, Brasil), nas mesmas regides em que foram
nanoinjetados previamente soro e muscimol, para posterior confirmacgao histolégica
do local de nanoinjegdo. As nanoinjegdes foram realizadas de acordo com as
seguintes coordenadas estereotaxicas (em mm): Antero-posterior 1,5-1,9 caudal ao
bregma; latero-medial: 0,4-1,0 a partir da linha média; dorso-ventral: 7,2-7,8 ventral

a dura mater.
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10 min basal 30 min 30 min S min
l 1 l Nanoinjecao
{ ] com azul de
' | | | Evan;
66 dias Eutanasiae
Nanoinjegdes Nanoinjegbes Infusd@o de remocao do
Bilaterais de Bilaterais de hexametodnio encéfalo
Soro (0,15mM) Muscimol (4 mM) (30mag/kg)

Figura 4. Delineamento experimental do registro de presséo arterial média, frequéncia cardiaca e
atividade nervosa simpatica nervosa renal e nanoinjegdes no nucleo paraventricular do hipotalamo,

apos o periodo de recuperacgao.
3.6 Registro da Atividade Nervosa Simpatica Renal (ANSR)

Para o registro da ANSR, apés incisado retroperitoneal do flanco esquerdo, o
nervo renal foi cuidadosamente dissecado e separado da artéria e veia renal e
demais tecidos adjacentes. Apds dissecg¢ao, o nervo renal foi posicionado sobre
eletrodos de prata em uma configuracéo bipolar. A ANSR foi amplificada em 20.000
vezes e filtrada entre 30 e 1.000 Hz (Grass Tecnologies, P511 AC amplifier;
Warwick, EUA). Posteriormente, os sinais amplificados e filtrados foram digitalizados
em uma frequéncia de 2.000 amostras/s utilizando-se um conversor analdgico digital
(PowerLab System; ADlInstruments, Colorado Springs, CO, EUA). Para
quantificarmos o ruido do sinal obtido, ao final do experimento foi administrado via
intravenosa 0,4mLdo bloqueador ganglionar hexameténio (30 mg/kg; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) (Figura 4). Todas as fémeas estavam no diestro de seu ciclo

estral quando estes experimentos foram realizados.

3.7 Confirmacgao histolégica dos sitios de nanoinje¢cao no PVN

Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados com uma
sobredose de uretana (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Em seguida, os cérebros
foram removidos e armazenados em solugcéo de formaldeido 10% até a criotomia.
Os cérebros foram seccionados em cortes coronais de 50 uym de espessura
utilizando um criostato (CM 1860, Leica, Wetzlar, Alemanha). Posteriormente, os
cortes foram posicionados em laminas de vidro e corados pela técnica de vermelho
neutro. Apds a secagem, os cortes foram recobertos com laminulas para posterior

analise dos sitios de nanoinjegdo. Apenas 0s animais cujas nanoinje¢des se
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localizaram nas regides correspondentes a regiao do PVN foram utilizados para as

analises.

3.8 Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos foram expressos como média + EPM (erro
padrdo da média). Os valores de ingestdo, balango hidrico e peso corporal foram
analisados através de ANOVA two-way com pos-teste de Bonferroni. Para a analise
dos valores de ingestéo de fluidos e ragao, volume urinario e fluxo urinario durante o
protocolo RH-RP e das respostas cardiovasculares e autondmicas simpaticas
induzidas pelas nanoinjegdes de soro e muscimol no PVN foi utilizada ANOVA one-
way, seguidas do poés-teste de Bonferroni. Foi assumida significancia quando p<
0,05. As analises estatisticas e a confecgao dos graficos foram realizadas usando o

GraphPad Prism v.07 para Windows.

4. Resultados

4.1. Acompanhamento de peso corporal e ingestao de fluido e ragao

A figura 5 representa a média £+ EPM do peso (A e D), ingestao de ragao (B e
E) e fluidos (C e F) por peso corporal (pc) de machos e fémeas avaliados no

presente estudo.
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Figura 5. Média + EPM do peso (A e D), ingestdo média semanal de ragéo (B e E) e fluido (C e F)
dos animais controle e experimental submetidos a sobrecarga de sédio por 30 dias, durante o

tratamento e recuperacgéo (barra preta). (A-C machos e D-F fémeas) * Diferente do controle, p<0,05.

Ao final do tratamento (30 dias), observou-se que os machos experimentais
(MEXP) possuiam menor peso corporal em relagdo aos machos (MCTRL) controles
(MEXP (n=9): 115,3 £ 4,7 g vs. MCTRL (n=9): 168,0 + 8,0 g; p < 0,05; Figura 5A).
Entretanto, tal diferenga ndo foi observada entre os grupos de fémeas experimentais
(FEXP) e fémeas controles (FCTRL) (FEXP (n=8): 119,5 £ 5,3 g vs. FCTRL (n=8):
134,1 £ 5,2 g; Figura 5D). Ndo observamos diferenca estatistica na ingestao diaria
de ragdo por grama de pc entre os grupos experimental e controle de machos e
fémeas (MEXP (n=9): 0,158 £ 0,004 ml/g/pc vs. MCTRL (n=9): 0,1505 + 0,006
ml/g/pc; FCTRL (n=8): 0,174 + 0,021 g/g/pc vs. FEXP (n=8): 0,151 + 0,006 g/g/pc;
Figura 5 B e E). Observamos também que os animais experimentais ingeriram maior
quantidade de fluido por grama de pc em relacdo aos animais controles (MEXP
(n=9): 0,717 £ 0,120 mL/g/pc vs. MCTRL (n=9): 0,209 + 0,009 mL/g/pc; FEXP (n=8):
0,576 + 0,060 mL/g/pc vs. FCTRL (n=8): 0,251 + 0,011 mL/g/pc, p < 0,05; Figura5 C
e D). Entretanto, na recuperacdo nao houve diferenga na ingestao diaria de agua
(MEXP (n=9): 0,203 £ 0,008 mL/g pc vs. MCTRL (n=9): 0,171 + 0,005 mL/g/pc;
FEXP (n=8): 0,229 + 0,013 mL/g/pc vs. FCTRL (n=8): 0,187 £ 0,010 mL/g/pc; Figura
5CeD).
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Na Tabela 1 podemos observara média + EPM do peso e ingestdo de racao
por pc dos animais nos ultimos trés dias de tratamento dos grupos controle e

experimental.

Tabela 1. Valores médios + EPM do Peso (g), Ingestdo de Racao (g), Ingestado de
NaCl (0,3M) ou agua (mL) e volume urinario (mL) ao final do tratamento dos animais

controle e experimentais.

Grupo N Peso(g) Racao (g/pc) Fluido (mL) Volume Urinario (mL)

Machos H20 9 168,0+8,0 0,134+0,004 33,4+%2,6 56+0,8
Machos NaCl 9 1153+4,7* 0,132+0,005 1124 +9,6* 85,0 + 10,2*&
Fémeas H20 8 134,1+52 0,140£0,005 28,3+27 4,1+1,5
Fémeas NaCl 8 119,5+53 0,152+0,017 89,6 +5,6* 56,8 £ 5,2*

(*) Diferente do grupo controle; (&) Diferente das fémeas experimentais p < 0,05. Pc: peso corporal

Para verificarmos se haviam alteragdes no balango hidrico dos animais
comparamos o volume ingerido (mL) (Ving) e volume excretado (mL) (Vexc) entre
machos e fémeas controles e experimentais, assim representado na Figura 6.

Entretanto observamos apenas diferengas entre o Ving das fémeas
experimentais em relacdo ao Vexc, com uma diminuicdo do volume excretado
(FEXP (n=8): Ving 89,6 + 5,6mL vs. FEXP (n=8): Vexc 56,8 £+ 52mL, p < 0,05;
Figura 6 B). Observamos ainda uma diminuicdo do volume excretado das fémeas
em relagdo aos machos experimentais (FEXP (n=8): Vexc 56,8 + 5,2mL vs. MEXP
(n=9): Vexc 85,0 £ 10,2mL p < 0,05; Figura 6 B). Nao sendo observada uma
diferenca do balango hidrico entre os machos (MEXP (n=9): Ving112,4 + 9,6mL vs.
MEXP (n=9): Vexc 85,0 £ 10,2 mL; Figura 6 B).



23

A 0] Machos CTRL (9) B B Machos EXP (9)
[ Fémeas CTRL (8) 8 Fémeas EXP (8)
150- 150-
ZE,I 100+ -é'
Q Q
5 5 -
S 50 S
| | | | $ $
0 ! s 1
Ingerido Excretado Ingerido Excretado

Figura 6. Média + EPM do volume ingerido e excretado (mL) dos grupos controles (A) e
experimentais (B) de machos e fémeas durante os trés ultimos dias de tratamento com NaCl (0,3M). $
volume ingerido diferente do volume excretado; # volume excretado dos machos diferente do volume

excretado das fémeas experimentais, p < 0,05

4.2. Avaliagao de Ingestao Induzida de Sédio

Apbs o protocolo experimental e periodo de recuperagcado realizou-se o
protocolo de RH-RP de 36h para verificar parametros comportamentais dos animais
frente a desidratagdo. A Figura 7 demonstra a média de peso (g), ingestdo de salina
0,3M NaCl (mL), de agua (mL) e racao (g), volume urinario (mL) e fluxo urinario
(mL/hr) durante o periodo de seis dias dos ratos controles (n=9) e experimentais
(n=6).

Na Figura 7, podemos observar que nao houve diferenca nos parametros de
massa corporal (MCTRL: 255 + 10,1 g vs. MEXP: 239,1 + 6,1 g; Figura 7 A),
ingestdo de agua (MCTRL: 0,1303 £ 0,0105 ml/g/pc vs. MEXP: 0,17391 + 0,0331
ml/g/pc;Figura 7 C) ou solugdo salina (MCTRL: 0,0560 + 0,0152 mL NaCl/g/pc vs.
MEXP: 0,0354 + 0,0046 mL NaCl/g/pc; Figura 7 D:), volume (MCTRL: 13,3 £ 0,9 mL
vs. MEXP: 10 £ 1,7 mL; Figura 7 E:) e fluxo urinario (MCTRL: 0,5 £ 0,0 mL/h vs.
MEXP: 0,1 £ 0,0 mL/hr; Figura 7 F) entre os grupos controle e experimental dos
machos 12h apds a reidratagdo. Por outro lado, observou-se um aumento da
ingestdo de ragdo (MCTRL: 0,0488 + 0,0029 g/g/pc vs. MEXP: 0,0647 £ 0,0098

g/g/pc, p < 0,05; Figura 7 B), nos animais experimentais 12h apds reidratagao.
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Figura 7. Média + EPM média do peso (A), ingestdo de ragédo (B), agua (C), salina (D), volume
urinario (E) e fluxo urinario (F). A faixa cinza representa o periodo de restricdo hidrica. * diferente do
controle, p<0,05.

Na Figura 8, podemos observar que nao houve diferenca nos parametros de
massa corporal (FCTRL: 165,6 + 4,1 g vs. FEXP: 161,1 £ 4,4 g; Figura 8 A), da
ingestao de racao (FCTRL: 0,0631 + 0,0043 g/g/pcvs. FEXP: 0,0647 £ 0,0058 g/g/pc;
Figura 8 B), ingestao de agua (FCTRL: 0,1743 £ 0,0269 mL/g/pc vs. FEXP: 0,2296 +
0,0202 mL/g/pc; Figura 8 C:) ou solugdo salina (FCTRL: 0,1465 £+ 0,0255 mL
NaCl/g/pc vs. FEXP: 0,1495 + 0,0243 mL NaCl/g/pc; Figura 8 D), volume (FCTRL:
16,7 £ 2,4 mL vs. FEXP: 11,3 £ 1,6 mL; Figura 8 E) e fluxo urinario (FCTRL: 0,7 %
0,1 mL/h vs. FEXP: 0,5 = 0,1imL/hr; Figura 8 F) entre os grupos controle e

experimental de fémeas 12h apds a reidratacao.
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Figura 8. Média + EPM média do peso (A), ingestdo de ragédo (B), agua (C), salina (D), volume

urinario (E) e fluxo urinario (F). A faixa cinza representa o periodo de restricao hidrica.

4.3 Alteragoes Cardiovasculares Induzidas pela Inibicao do PVN

A Tabela 2 demonstra os valores basais de PAM, FC e ANSR dos animais
anestesiados. Podemos observar que o0s machos anestesiados do grupo

experimental apresentaram a PAM elevada em relagéo aos demais.

Tabela 2. Valores médios basais + EPM da PAM (mmHg), FC (bpm) e ANSR (volts)

dos animais controles e animais experimentais.

Grupo N PAM (mmHg) FC (bpm) ANSR (V)
Machos H20 6 92,00+ 5,4 401,7 £14,77  0,0403 £ 0,0152
Machos NaCl 6 108,2 + 2,9* 3945+11,14  0,0658 + 0,0231
Fémeas H20 6 90,83+ 1,8 374,7+21,93 0,0318 £ 0,00563
Fémeas NaCl 6 102,7 £+ 4,462 388,5+18,92 0,0404 + 0,00635

(*) diferente do controle; p < 0,05.
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Podemos observar nas figuras 9 e 10 o tragado tipico das respostas de PAP
(mmHg), FC (bpm), ANSR (u.a.) e a integral da ANSR (u.a.) apés nanoinjecao
bilateral de soro e muscimol no PVN dos animais do grupo controle (Figura 9) e do
grupo experimental (Figura 10).

Basal Nanoinjegoes de soro Nanoinjegoes de muscimol Hexametonio
+ 0+

by

Figura 9. Tracado tipico representativo das respostas de PAP (mmHg), FC (bpm), ANSR (u.a.) e a

integral da ANSR (u.a.) apds nanoinjecao bilateral de soro e muscimol no PVN dos animais do grupo

controle.
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Figura 10. Tracado tipico representativo das respostas de PAP (mmHg), FC (bpm), ANSR (u.a.) e a
integral da ANSR (u.a.) apds nanoinjecao bilateral de soro e muscimol no PVN dos animais do grupo

experimental.
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A Tabela 3 demonstra a média + EPM da variagcao de PAM, FC e ANSR apos
nanoinjecao bilateral de soro nos animais anestesiados. Podemos observar que o

soro ndo promoveu alteragdes nos parametros avaliados em nenhum dos grupos.

Tabela 3. Valores médios + EPM da diferenga da PAM (mmHg), FC (bpm) e ANSR

(%) dos animais controles e animais experimentais apés a nanoinjegao bilateral de

SOro.

Grupos N PAM (mmHg) FC (bpm) ANSR (%)
Machos H20 6 06+1,3 -3,4+0,6 0,8+1,7
Machos NaCl 6 0,8+0,3 -0,1+1,6 0,5+0,8
Fémeas H20 6 -1,9+0,9 -26+1,3 -0,5+ 1,0
Fémeas NaCl 6 -0,7+0,5 -0,3+27 -0,1+1,1

Podemos observar na Figura 11 a sumarizagdo dos resultados expressados
como a média + EPM da variagdo PAM (mmHg), FC (bpm) e ANSR (%), apds as
nanoinjecbes de muscimol no PVN nos grupos MCTRL (n=6) e MEXP (n=6) e
FCTRL (n=6) e FEXP (n=6).

Nos experimentos anestesiados, os machos do grupo tratado demonstraram
valores elevados de PAM basal em relagédo tanto a seus pares do grupo controle,
quanto aos grupos de fémeas (PAM: MEXP (n=6): 108,2 £ 2,9 mmHg vs. MCTRL
(n=6): 92 + 5,4 mmHg vs. FEXP (n=6): 102,7 + 4,462mmHg vs. FCTRL (n=6): 90,83
1+ 1,851mmHg; p < 0,05; Tabela 2). A inibicdo do PVN promoveu redugdo na PAM
dos grupos experimentais quando comparados aos grupos controles: (A PAM:
MEXP (n=6): -14,9 + 1,5 mmHg vs. MCTRL (n=6): -7,2 £ 0,7 mmHg; FEXP (n=6): -
12,9 + 1,7 mmHg vs. FCTRL (n=6): -4,8 £ 0,6 mmHg; p < 0,05; Figura 9 A). Por outro
lado, ndo foram observadas diferengas nas respostas de FC dos grupos avaliados
(A FC: MEXP (n=6): -35,8 + 6,6 bpm vs. MCTRL (n=6): -21,6 = 2,9 bpm; FEXP (n=6):
-27,8 £ 3,5 bpm vs. FCTRL (n=6): -31,0 + 4,4 bpm; Figura 9 B). Além disso, a
inibicdo aguda do PVN promoveu simpatoinibicdo renal nos animais experimentais
comparados aos controles (A %ANSR: MEXP (n=6): -17,3 £ 1,5 % vs. MCTRL (n=6):
-6,8 + 1,0 %; FEXP (n=6): -18,1 £ 0,5 % vs. FCTRL (n=6): -3,0 + 0,6 %; p < 0,05;
Figura 9 C).
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Figura 11. Média + EPM das variagbes de pressao arterial média (A), frequéncia cardiaca (B) e
atividade nervosa simpatica (%) (C), dos grupos controle e experimental de machos e fémeas, ap6s

nanoinjegao bilateral de muscimol (4mM) no PVN. * diferente da dos grupos controles, p<0,05.
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4.4 Verificagao histolégica das Nanoinje¢ées no PVN
A Figura 12 A mostra uma fotomicrografia representativa do hipotalamo a qual
indica o sitio de nanoinjecdo no PVN. Representagbes esquematicas do

espalhamento do corante azul de Evans nos grupos de ratos que receberam as

nanoinjecdes no PVN sdo demonstradas na figura 12 B.

Figura 12. A) fotomicrografia representativa da segao coronal do PVN demonstrando o espalhamento
do azul de Evans. B) regides marcadas representam espalhamento dos sitios de nanoinje¢cdes nos

grupos.
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5. Discussao

Estudos realizados em modelos animais (Vidonho et al., 2004; Maruyama et
al., 2015) e em humanos (Luft et al., 1979; Weinberger, 1996, 2001) sugerem que
doencas que se desenvolvem na fase adulta estdo relacionadas a determinadas
exposicdes sofridas pelo individuo durante as fases, pré-natal, pds-natal e
adolescéncia (Law et al., 1991). Apesar de existirem diversas evidéncias da
influéncia de uma dieta rica em sodio na fase pré-natal, na prole adulta sobre a
hipertensdo ou disfungbes cardiovasculares, as vias neuronais evolvidas nestas
alteragbes ainda precisam ser esclarecidas. Nossos resultados demonstram que i)
ao final do tratamento as fémeas experimentais possuem menor volume excretado
em relagdo ao ingerido em comparagao aos machos experimentais; ii) ao final do
periodo de recuperacdo ndo observamos diferengas significativas na ingestdo de
sodio apés o protocolo de RH-RP nos animais experimentais quando comparado
aos controles; iii) a sobrecarga de sodio durante a fase pds-natal foi suficiente para
promover aumento da PAM basal em machos adultos anestesiados experimentais
comparados aos controles, entretanto tal aumento nao foi observado nas fémeas; iv)
a inibicdo do PVN, com o agonista dos receptores GABAA (muscimol), promoveu
reducdo da ANSR e PAM nos ratos experimentais em relacdo aos controles tanto
em machos quanto em fémeas, sugerindo a participagao deste nucleo na modulagao
simpatica e cardiovascular frente a dieta rica em sdédio por 30 dias em ratos adultos

anestesiados.

No presente estudo observou-se que apds o tratamento de 30 dias com dieta
rica em sodio (0,3M NaCl), ocorreu uma alteragdo na relagéo de ingestdo e excregao
entre machos e fémeas. Evidentemente, os animais submetidos a esta dieta
ingeriram maior quantidade de SH. A SH promove um aumento do volume
extracelular e aumento da osmolaridade plasmatica (Bourque, Oliet e Richard,
1994). Estudos demonstraram que a hiperosmolaridade do CEC ira desencadear
respostas comportamentais e neuro-humorais (Dunn et al., 1973; McKinley, Denton
e Weisinger, 1978; Silk et al., 2003; Thrasher et al., 2017; Zerbe e Robertson, 2017),
como a sensagao de sede, para aumentar a ingestdo de agua para diluicdo do
sédio, inibe o apetite ao sédio (Weisinger, Denton e McKinley, 1983; Blackburn et al.,
1993, 1995), promove a liberagcéo de VP, OT e peptideo natriurético atrial (ANP), e

natriurese ( Haanwinckel et al., 1995; Maack, 1996 ). Apesar da ingestao de SH inibir
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o apetite ao sodio, o animal por ter apenas o NaCl como fonte hidrica, ingere SH em
grandes quantidades devido ao estimulo de sede (Schmidt-Nielsen e Schmidt-
Nielsen, 1950). Assim, ocorre excregado da carga de sodio ingerida na urina e maior
retencao de agua, via atuacao da VP via seus receptores nos rins, para favorecer a
osmorregulagao (Akatsuka et al., 1977; Stricker et al., 2001; Stockand, 2010), o que
vai de encontro aos nossos resultados, quando observamos um aumento da

ingestao e volume urinario nos animais tratados.

Nossos resultados revelam que as fémeas experimentais excretam menor
volume urinario em relagcdo aos machos experimentais. Entretanto, nossos dados
nao nos permitem avaliar se apesar de observarmos um volume urinario reduzido
nas fémeas experimentais, ha de fato um aumento na excrecdo de Na* em relacéo
aos machos. Estudos realizados em machos na fase pos-natal e pés-desmame, com
concentragcdes de SH diferentes e tempos de tratamento diferentes demonstram que
ha uma maior excregdao de Na* durante o periodo de tratamento (Moreira et al.,
2014; Gomes et al., 2017). Contudo, estudo realizado em fémeas SHR e DS
submetidas a uma dieta rica em sédio (0,6M NaCl por 2 semanas) revelam que o
volume urinario de fémeas DS intactas era menor do que nas fémeas DS
submetidas a OVX. Ademais, em ratas SHR intactas o volume urinario era maior em
relacao as ratas SHR-OVX. Apesar das diferencas de volume urinario, neste estudo
todos os grupos tratados com SH possuiam a mesma taxa de excregdo de Na*
(Brinson, Rafikova e Sullivan, 2014), o que aponta para um papel controverso do

estrogeno no volume urinario final, frente a uma dieta rica em sédio.

Diversos estudos demonstram o papel do estrdgeno na modulacdo da
secrecao basal de VP, ANP e OT (Skowsky, Swan e Smith, 1979; Amico, Seif e
Robinson, 1981; Barron, Schreiber e Lindheimer, 1986; Caligioni e Franci, 2002;
Karjalainen et al., 2004; Vilhena-Franco et al., 2011). Foi demonstrado também que
expansao isotbnica do volume extracelular promove liberacdo de ANP e OT e
diminui a secrecdo de VP (Antunes-Rodrigues et al., 2004; Durlo et al., 2004).
Entretanto, um desafio osmético promove liberagdo de ANP, OT e VP (Bourque,
Oliet e Richard, 1994). Estudos ja demonstraram que o estrégeno potencializa esta
liberacdo de horménios frente expansao do volume extracelular promovida pela
infusdo de SH (Hartley, Dickson e Forsling, 2004; Vilhena-Franco et al., 2011), o

qgue, por consequéncia ira levar a uma excrecdao mais eficiente do Na* frente a um
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desafio osmotico. Assim, é licito supor que este aumento de VP promovido pela
presenca do estrogeno apontado na literatura poderia ser o principal responsavel
pela diminuicdo do volume excretado observado nas ratas submetidas a dieta

hipersddica em nosso estudo.

O estrégeno, também conhecido como E2, é predominantemente sintetizado
e secretado pelos ovarios em mulheres pré-menopausa (lorga et al.,, 2017) e
também é sintetizado em menor quantidade por outros tecidos, como o tecido
adiposo, o cérebro, o endotélio vascular e as células musculares lisas aodrticas
(Simpson, 2003). Estes atuam de forma paracrina no tecido onde é sintetizado,
enquanto que o E2 gonadal atua de forma enddcrina em tecidos distantes de onde é
produzido (Simpson, 2003). O E2 se liga aos receptores do tipo a (ER-a), B (ER-B)
estes sdo receptores nucleares hormonais que, quando se ligam ao DNA, agem
como um fator de transcri¢ado ativando a via genémica de agao do E2. Além disso, o
E2 pode se ligar a receptores existentes nha membrana citoplasmatica que estéo
acoplados a proteina G (GPR 30) (Filardo e Thomas, 2005) ou pode ativar de forma
aguda a PI3-quinase e outras vias de sinalizacdo (Brazil et al., 2002), estes
promovem a rapida ativacdo de fatores de transcri¢ao nuclear, caracterizando a via
nao-gendmica do E2 (Bopassa et al, 2010). Os receptores de estrégeno sao
expressos em diferentes tecidos do corpo e apesar dos ER-a e ER-3 ativarem genes
em comum, podem ativar genes unicos e com efeitos opostos (Lindberg et al.,
2003). Evidéncias na literatura reportam que existem receptores ER-3 nos neurbnios
magnocelulares do SON e PVN que, quando ativados pelo estrégeno promovem
sintese e secrecdo de OT e VP (Laflamme et al., 1998; Alves et al., 2002;
Hrabovszky et al., 2004) e ER-a nos neurénios do OVLT e SFO (J., V. elstvan, 1998;
Hrabovszky et al., 2004) que, apesar de ndo possuirem um efeito direto na secrecao
de VP e OT, podem sensibilizar o estimulo osmotico a ser conduzido dos OCVs para
os neurdnios magnocelulares do PVN e SON (Summy-Long e Kadekaro, 2001;
Vilhena-Franco et al., 2011). E importante notar, que assim como descrito na
literatura, fémeas conseguem excretar quantidade similar de Na* em relagao aos
machos, mas frente a menores valores de PA e pressdo hidrostatica intersticial
(Khraibi, Liang eBerndt, 2001). E estudos demonstram ainda que ha uma
abundancia de receptores de endotelina-1 do tipo B (ETB) na medula renal do ducto

coletor de fémeas em relagdo ao machos (Ge et al., 2006; Kawanishi et al., 2007; Jin
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et al., 2013) e 0 aumento da ingestao de sddio promove o aumento da fungao destes
receptores (Jin, Speed e Pollock, 2016). A interacdo da endotelina-1 (ET-1) com o
ETB promove a inibicdo da reabsorcdo de Na* no ducto coletor, promovendo entéo
natriurese frente a ingesta elevada de sédio (Ge et al., 2006), e a VP atua também
na medula renal ativando transportadores de uréia e reciclagem da mesma (Fenton,
2009), tornando assim entdo o padrdao de natriurese e retengcdo de agua mais
eficiente nas fémeas (Kawanishi et al., 2007; Johnston et al., 2016). Além disso,
OVX abole a diferenga sexual observada na excrecéo de sédio frente sobrecarga de
sédio (Nakano ePollock, 2009). Tais evidéncias sugerem que o estrégeno contribui
para a manutengdo da homeostase hidroeletrolitica e osmorregulacao, limitando a
diurese osmatica natriurética, via aumento da liberacdo de VP e aumentando a
eficiéncia da natriurese através da inibicido da reabsorcdo de Na* no ducto coletor. O
que poderia ser uma hipétese do porque a dieta rica em sbédio ndo promoveu um
retardo no ganho de peso nas fémeas em relagdo aos machos, como discutido

adiante no presente estudo.

Recentemente, foi demonstrado que em camundongos machos submetidos a
uma dieta rica em sodio (NaCl 4%), frente a sobrecarga de sédio constante, outros
mecanismos entram em acdo para manter o clearence de agua livre negativo
(retengdo de agua) e concentrar o Na* na urina (Kitada et al., 2017). Revelando a
participacdo da uréia na conservagao de agua corporal, frente a excrecédo de Na*
(Gamble et al., 1934; Kitada et al., 2017). A dieta rica em sd6dio promove um
aumento dos transportadores de uréia na medula interna renal (UT-A1) (Kitada et al.,
2017), o que ocasionara em maior acumulo de uréia no intersticio medular,
facilitando o gradiente osmotico necessario para reabsor¢dao de agua durante a
excregcao do sodio (Kim et al., 2008). Entretanto, este impulso para manter a
conservacao corpérea de agua nédo depende somente da reciclagem de uréia, sendo
necessaria a geragao de uréia hepato-muscular. O estudo realizado por Kitada et. al.
(2017) revelou que, nos camundongos submetidos a dieta hipersddica, este
mecanismo de retengao hidrica leva a uma reorganizagdo do gasto de energia: i)
promovendo cetogénese; ii) reduzindo a gliconeogénese; iii) promovendo a oxidagao
de acidos graxos e iv) levando a uma perca catabdlica da massa muscular
esquelética (Kitada et al., 2017). Estes mecanismos possuem como finalidade a

reducdo do gasto de energia na formagao de glicose e priorizagdo da formagéo de
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uréia via nitrogénio advindo dos aminoacidos (principalmente a arginina), uma via de
elevado gasto energético (de Blaauw, Deutz e Von Meyenfeldt, 1996; Weiner, Mitch
e Sands, 2015;). E licito supor entdo, que a diminuicdo de peso que ocorre nos
machos experimentais em relagdo aos animais controles se da pela alteragcéo do
metabolismo energético, para favorecer a conservagao de agua e que por fim leva a
uma diminuicdo do armazenamento de acidos graxos e perda de massa muscular

magra.

Nossos resultados demonstraram ainda que animais tratados com 0,3M NaCl
no periodo pos-natal ndo alteram a sensibilidade do apetite ao sodio frente
desidratacao celular. Isso entra em conflito com evidéncias apresentadas no estudo
de Nicolaidis et al (1990) e Macchione et al., (2012) no qual a deple¢cao do volume
extracelular de ratas no periodo gestacional promoveu aumento do apetite ao sodio
na prole adulta (Macchione et al., 2012; Nicolaidis, Galaverna and Metzler, 2017).
Por outro lado, os resultados Moreira et. al. (2014) indicaram que o tratamento com
SH na fase pés-natal, leva a uma diminuigdo do apetite ao sddio (Moreira et al.,
2014). Tais estudos indicam que a introdugao ou retirada deste estimulo durante as
fases iniciais pode levar a uma possivel sensibilizacdo dos circuitos osmossensiveis.
Entretanto o tempo de tratamento destes animais e modelo experimental foi
diferente, indicando assim que o tempo de tratamento nao foi suficiente para a
hipernatremia promover alteragdes na sensibilidade do apetite ao sdodio frente a
desidratagao extracelular. O melhor entendimento dos mecanismos que aumentam
ou diminuem a ingestdo de sddio, pode incluir possiveis aplicagdes terapéuticas,
incluindo o controle da ingestdo compulsiva do sédio presente na dieta humana que

€ potencializado pela industrializacdo de alimentos.

Evidéncias na literatura sugerem que a capacidade do soédio alimentar de
impactar o controle central das respostas cardiovasculares, depende de neurbnios
pré-motores simpaticos presentes na regido RVLM (Ito, Gordon e a F. Sved, 1999;
Adams et al., 2007; Stocker e Madden, 2009; Toney e Stocker, 2010). Os neurbnios
da regido RVLM sao tonicamente ativos e regulam o tbnus vasomotor simpatico
basal, uma vez que, se projetam para os neurdnios pré-ganglionares presentes na
IML, que fazem sinapse com os neurdnios pos-ganglionares simpaticos que, por sua
vez, inervam o coragao e os vasos (Dampney, 1994; Guyenet, 2006). No presente

estudo, observamos valores basais de PAM aumentados nos machos experimentais
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anestesiados, entretanto tal efeito ndo foi observado nas fémeas. Apesar de nao
confirmarmos um aumento efetivo na PA no modelo de dieta hipersddica por 30
dias, sabe-se que a HSS ¢é altamente dependente da simpatoexcitacdo. A
sobrecarga de sodio potencializa a simpatoexcitacdo através de estimulo
glutamatérgico na regiao RVLM (Ito, Gordon e a F. Sved, 1999; Adams et al., 2007),
advindo de projecdes do PVN, que se encontra ativado por aumentos agudos na
osmolaridade (Stocker et al., 2006). Além do PVN, outras areas hipotaldamicas como
a regidao AV3V e SFO participam de respostas relacionadas a regulagao
cardiovascular e hidroeletrolitica, onde lesdes nestas regides provocam diminuigdes
ou previnem aumentos na PA em modelos HSS (Sanders eJohnson, 1989; Pedrino
et al., 2005; Menani et al., 2014). A redugdo da PAM frente a inibicado do PVN, tanto
nos machos quanto nas fémeas submetidos a sobrecarga de sodio por 30 dias
demonstrou que este nucleo participa na manutencdo da PA, neste modelo e que,

pelo menos nos machos também é responsavel pela manutencio da PA elevada.

A reducao da ANSR frente a inibicado do PVN pelo muscimol, tanto nos
machos quanto nas fémeas submetidos a sobrecarga de sédio por 30 dias,
demonstrou que este nucleo participa na manutencao do tonus simpatico renal neste
modelo. A Ang Il é responsavel pela excitagao dos neurénios no PVN que se
projetam para os neurbnios RVLM (Cato, 2004) sugerindo que o sinal osmotico
advindo dos OCVs pode progredir do PVN para a regido RVLM via
neurotransmiss&o angiotensinérgica. Além disso, através de estudos realizados com
hibridizacdo in situ, verificou-se que o transportador 2 da vesicula de glutamato
(VGLUT?2) esta presente e aumentado nas projegdes do PVN para o RVLM (Stocker
et al.,, 2006) indicando, portanto que ha um aumento da modulagdo das vias
excitatérias exercida por sinalizagdes glutamatérgicas e angiotensinérgicas (Osborn
et al., 2007; Gabor e Leenen, 2012). Corroborando com esses trabalhos,
experimentos realizados para verificar a responsividade dos neurénios da RVLM em
ratos tratados com uma dieta rica em sédio de NaCl 1% por 14 dias, evidenciaram
que o soédio induz um aumento de respostas simpatoexcitatorias, através da
nanoinjecdo de L-glutamato no RVLM, e respostas simpatoinibitorias, promovidas
através da nanoinjegcdao de GABA no RVLM e, ainda que estas respostas levariam
tempo para serem estabelecidas (Adams et al., 2007). Em conjunto, esses estudos

indicam que mudancas potencializadas da PA podem ser mediadas por variagdes
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simultdneas na ANS e que estas respostas se desenvolvem de forma lenta e

gradativamente ao longo do tempo.

Assim, a sobrecarga de sodio além de provocar aumento de respostas
simpatoexcitatérias e simpatoinibitorias, nos casos de HSS promove; i) aumento das
concentragcdes de Na* no CSF (Gomes et al., 2017), o que por sua vez leva a uma
ativacdo dos OCVs que ira levar a uma elevagdo da descarga simpatica continua
dos neurbnios PVN-RVLM (Vivas, Chiaraviglio e Carrer, 1990; Huang,
Veerasingham e Leenen, 1998; Stocker et al., 2015); ii) eleva de forma crénica a
Ang Il central (Brooks, Scrogin e McKeogh, 2001); iii) aumenta a atividade dos
receptores AT1 ou de aminoacidos excitatérios (EAA) presentes nas projecoes PVN-
RVLM (Brooks, Freeman eO’Donaughy, 2004); iv) pode diminuir a atividade de
neurotransmissores inibitérios no PVN, como o GABA (Martin e Haywood, 1998;
Cato, 2004), contribuindo para o ganho ou aumento de sensibilidade da relagao

direta entre hiperosmolaridade e ANS aumentada.

Semelhante ao observado em humanos, animais experimentais podem
demonstrar variados niveis de sensibilidade ou resisténcia ao sodio (Dahl, 1962;
Rapp, 1982). De modo geral, os animais sdo considerados resistentes ao sodio
(RS), ndo desenvolvendo mudangas na PA frente a introdugcdo de elevadas
concentragoes de sodio na dieta. Em estudo de Gomes et. al. (2017), o tratamento
com solugéo 0,9% Na* (4% NaCl) durante 12 semanas apés o desmame, provocou
hipertensdo neurogénica sensivel ao sédio, com aumento do Na* e potassio no CSF
e aumento do impulso simpético (Gomes et al., 2017). Ja outro estudo, realizado por
Ufnal et. al. (2011) no qual foi realizado o tratamento por 8 semanas apods o
desmame com concentracao similar a 0,83% de Na* na dieta ndo observou-se um
aumento da PA ou alteragbes cardiovasculares (Ufnal et al., 2011). Frente as
evidéncias, os fatores que contribuem para resultados divergentes em relagdo aos
efeitos da ingestdo de sddio no sistema cardiovascular sdo quantidade de sédio na
dieta e duracdo da exposicao dietética especifica. Como referido anteriormente, o
desenvolvimento de repostas tanto pressdricas quanto de aumento de ANS devido a
ativacao crbnica de osmorreceptores, € lenta e tempo-dependente (Adams et al.,
2007).

Ao contrario do que foi observado nos machos, a dieta rica em sédio por 30

dias ndo promoveu aumento significativo da PAM basal nas fémeas anestesiadas.
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Isso pode ser explicado devido ao efeito de resisténcia ao sodio promovido pelo
estrogeno ja demonstrado em diversos estudos (Hinojosa-Laborde et al., 2004;
Chappell, Yamaleyeva e Westwood, 2006; Schulman e Raij, 2006). A prevaléncia da
sensibilidade ao sal € maior em mulheres que estdo na menopausa, seja ela natural
ou cirurgica (Schulman e Raij, 2006; Schulman et al., 2006), sugerindo que a
susceptibilidade ao desenvolvimento de HSS esta diretamente ligada a auséncia de

hormonios sexuais femininos (Schulman et al., 2006).

De fato, estudos demonstram em ratos e camundongos o efeito
cardioprotetor do estrégeno em fémeas jovens OVX com reposi¢cao de estrogeno em
modelos de HSS (Sangaralingham, Yat Tse e Pang, 2007; Chappell, Westwood e
Yamaleyeva, 2008; Maric et al., 2008; Cohen et al., 2010; Magota et al., 2012;
Katsuda et al., 2014), observando-se diminuigdo da pressao arterial ou reversao do
quadro de HSS. E em modelos de hipertensdo Ang llI-sédio e aldosterona-sédio
(Arias-Lozaet al., 2007; Kittikulsuth, Looney e Pollock, 2013), com diminuicdo dos
efeitos perivasculares e remodelamento cardiaco, diminuicdo de proteinuria, e

receptores de Ang Il em alguns tecidos.

A HSS tem sido bastante correlacionada com o SRA, no qual em diversos
modelos de hipertensdo este sistema se encontra superativado (Brosnihan et al.,
1999; Radin et al., 2002; Chappell et al., 2003; Fortepiani et al., 2003; Maric,
Sandberg e Hinojosa-Laborde, 2004; Maric et al., 2008). No modelo de ratas
congénitas da cepa mRen(2).Lewis submetidas a uma dieta hipersddica, a deplegao
de estrégeno promoveu um aumento da PA, e este aumento estava associado ao
aumento da excre¢do de endotelina-1, reducdo de 6xido nitrico sintetase endotelial
(eNOS) renal e elevados niveis de Ang Il e da enzima conversora de angiotensina
(ECA), responsavel por converter angiotensina | em Ang Il (Chappell, Yamaleyeva
and Westwood, 2006). Tal efeito € bloqueado pela reposicédo de estrégeno como
demonstrado também em outros estudos (Harrison-Bernard, Schulman e Raij, 2003;
Hinojosa-Laborde et al., 2004; Maric et al., 2008; Shenoy et al., 2009). Além da
inibicdo dos efeitos do SRA, estudos sugerem também que um dos principais
mecanismos subjacentes ao efeito cardioprotetor do estrégeno seja a via de
aumento da produgdo de o6xido nitrico, o que leva a uma melhora da fungao
endotelial (Murphy e Steenbergen, 2007) e manejo da excregao de sédio (Mattson,

Roman e Cowley, 1992; Kone e Baylis, 2017). Postulamos entao que o estrégeno
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em nosso modelo pode auxiliar na diminuicdo do efeito de aumento da PAM basal,
observado nos machos, promovido pelo aumento prolongado da ingestdo de sodio,
principalmente através de mecanismos que melhoram a natriurese e funcgao
endotelial. Entretanto nao foi o suficiente para prevenir o aumento da modulagéo no
ténus simpatico exercido pelo PVN nestas ratas tratadas. Indicando que assim como
observado na literatura (Fanget al., 2001) no qual a idade em que se inicia a dieta
rica em sodio em fémeas, é determinante critico do impacto do sddio sobre a PA ou

entdo moduladores da PA como a ANS.

Em conjunto, os resultados observados adicionam novas informacbes a
literatura e sugerem o envolvimento do PVN na manutencdo do ténus simpatico
renal elevado e pressao arterial induzida pela dieta rica em sédio nas fases pos-

natais em ratos adultos anestesiados.
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6. Consideracgoes finais

Apesar de nado podermos afirmar que o tratamento com sdédio por 30 dias
apos o desmame ter levado a uma hipertensao, nossos resultados demonstram que
o tempo de 30 dias foi suficiente para promover alteragdes nos niveis basais da
PAM nos machos. Tais resultados ndo foram observados nas fémeas indicando um
possivel efeito cardioprotetor do estrogeno. Nossos dados demonstraram ainda que
o PVN participe na manutengcdo da PA e do tbnus simpatico frente as alteragbes
desencadeadas por sobrecarga de sodio. Em conjunto, os resultados observados
sugerem que regides de controle cardiovascular e simpatico como o PVN pode estar
mais envolvido na modulacdo do tdnus simpatico em resposta a alteragcbes na
homeostase hidromineral durante as fases iniciais da vida e que provavelmente o
estrogeno auxiliou na diminuicdo do efeito pressérico promovido pelo aumento
prolongado da ingestao de sédio, mas nao foi suficiente para prevenir o aumento da
modulagdo no ténus simpatico exercido pelo PVN. Assim, é de grande relevancia
cientifica o estudo de mecanismos pelos quais 0 aumento da ingesta de sédio

poderia levar a um possivel aumento da atividade simpatica.
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