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Aos dois dias do més de fevereiro do ano de dois mil e dezoito, as catorze
horas, no Anfiteatro do Instituto de Ciéncias Biolégicas I da Universidade
Federal de Goias, reuniram-se os componentes da banca examinadora: Prof.
Dr. Gustavo Rodrigues Pedrino, Prof. Dr. André Henrique Freiria-Oliveira, Prof.
Dr. Rodrigo Mello Gomes, Profa. Dra. Vanessa Cristiane de Santana Amaral e
Profa. Dra. Ana Cristina Silva Rebelo para, em sesso publica presidida pelo
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intitulada  “DIETA  HIPERLIPIDICA E HIPERNATREMIA: ALTERAC@ES
AUTONOMICAS E CARDIOVASCULARES”, em nivel de doutorado, area de
concentragdo em Farmacologia e Fisiologia, de autoria de Nathalia Oda
Amaral, discente do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da
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a autora da tese que em cerca de éij;_ minutos procedeu a apresentacdo de
seu trabalho. Terminada a apresentacdo, cada membro da banca arguiu a
examinada, tendo-se adotado o sistema de dialogo sequencial. Terminada a
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cumprido este requisito para fins de obtengéo do titulo de Doutor em Ciéncias
Biologicas pela Universidade Federal de Goids. A conclusdo do curso dar-se-3
quando da entrega da vers3o definitiva da tese na Secretaria do programa,
com as devidas corregBes sugeridas pela banca examinadora, no prazo de

trinta dias a contar da data da defesa. Cumpridas as formalidades de pauta, as
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sera assinada pelos membros da banga examinadora em trés vias de igual
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RESUMO

A hipertensdo arterial € uma das patologias mais comuns que afetam a
populacdo. Dentre os fatores que podem propiciar a hipertensdo o comportamento
alimentar ganha destaque no que se referem aos habitos alimentares ndo saudaveis
presentes na dieta ocidental. Sendo assim, o presente trabalho procurou avaliar
alguns aspectos dessa patologia em diversas situacdes, e os temas foram discutidos
de forma separada em dois capitulos. No primeiro momento avaliou-se o efeito da
dieta hiperlipidica materna sobre os pardmetros metabdlicos e autonémicos na prole.
Sabe-se que a obesidade induzida pela dieta materna pode modificar os caminhos
regulatorios centrais do feto, principalmente a regulacdo em longo prazo do apetite,
porém nenhum trabalho procurou avaliar a influéncia da dieta hiperlipidica (DH)
materna sobre os parametros cardiovasculares e autondmicos na prole. Ratas
Holtzman adultas (280 - 300 g) foram divididas em dois grupos. Um grupo recebeu
dieta padrdo (DP) e o outro grupo DH. Os animais tiveram acesso livre a DP ou DH
durante 6 semanas prévias (periodo de pré-gestacdo) e durante periodo de
gestacdo e lactacdo. Todos os filhotes foram desmamados apds 21 dias de vida e
tiveram livre acesso a DP. Apds uma semana alguns filhotes e as maes foram
submetidos ao teste glicémico e posteriormente eutanasiadas para retirada de tecido
adiposo e sangue. Os outros filhotes foram submetidos a preparacéo coracao-bulbo-
hipotalamo (in situ). A DH aumentou o tecido adiposo nas ratas, mas foi capaz de
alterar apenas as concentracdes metabdlicas de triacilgliceréis nesses animais.
Filhotes machos de maes com DH (FMDH) apresentaram aumento no tecido
adiposo, aumento nos niveis de colesterol total e nos niveis de HDL. Filhotes
machos de maes com DP (FMDP) apresentaram reducdo da atividade simpatica
apos transeccao pré-colicular. Esse efeito ndo foi observado nos FMDH. A infuséo
de KCN provocou aumentos similares entre FMDP e FMDH quanto a atividade
abdominal (ABD), na frequéncia do nervo frénico (f PNA) e na atividade simpatica
toracica (SNA), porém, no grupo FMDH esse aumento na SNA foi menor. O KCN
provocou um aumento na amplitude do nervo frénico (PNA) sendo maior em FMDH.
A hipercapnia provocou nos filhotes um aumento na SNA, na ABD e na PNA e gerou
uma diminuicdo na f PNA em ambos os grupos. A diminuicdo na f PNA foi mais

acentuada em FMDH e o aumento da PNA foi maior em FMDH. A fenilefrina
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provocou nos dois grupos uma diminuigdo na SNA, na ABD e na PNA, e gerou um
aumento na f PNA. A simpatoinibicdo foi maior em FMDH. Esses resultados
sugerem que a DH materna durante desenvolvimento fetal provavelmente altera as
conexdes centrais na prole. No segundo momento avaliou-se os efeitos da ocitocina
sobre a reatividade vascular e seu papel nas respostas induzidas pela
hipernatremia. Sabe-se que alteragbes no volume e/ou na composicdo dos
compartimentos  extracelulares evocam varias respostas  autondmicas,
cardiovasculares e hormonais que atuam em conjunto para modular a excre¢ao
renal de agua e sédio. Os principais ajustes vegetativos sdo: vasodilatacdo renal e
secrecdo de ocitocina. A regulacdo da osmolaridade e do volume é fundamental
para sobrevivéncia. Apesar do vasto conhecimento na area nenhum estudo avaliou
a interacdo entre a atividade simpatica renal e a secrecdo de ocitocina sobre as
respostas renais e cardiovasculares induzidas pela sobrecarga de sédio. Ratos
Wistar machos (280-350 g) foram anestesiados e instrumentalizados para
implantacdo de cateteres na bexiga, na veia e na artéria femoral e também para
medicdo da pressao arterial média (PAM) e fluxo sanguineo renal (FSR). Em ratos
anestesiados (n = 6), a infusdo de OT (0,03 pg/kg, i.v.) induziu vasodilatacdo renal.
Em experimentacdes ex vivo a OT causou relaxamento da artéria renal. O bloqueio
dos receptores de OT (OTR) reduziu essas respostas a OT, indicando um efeito
direto desse peptideo em seu receptor nesta artéria. O bloqueio dos receptores de
ocitocina e a desnervacao renal reduziu a vasodilatacdo renal e natriurese induzida
pela sobrecarga de sodio aguda e a combinacdo do antagonista de receptores de
ocitocina e a desnervacao renal aboliram completamente a vasodilatacdo renal e
reduziram ainda mais a natriurese induzida pela hipernatremia. Estes resultados
sugerem que a OT e 0s nervos renais estdo envolvidos na vasodilatacéo renal e
natriurese induzida por hipernatremia aguda. O amplo conhecimento na area e a
compreensao dos mecanismos regulatérios ativados tanto durante a obesidade
guanto durante hiperosmolaridade permite uma maior possibilidade de
desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas para a prevencao e tratamento

da hipertensao.

Palavras chave: Dieta hiperlipidica; metabolismo; adiposidade; hipernatremia;

ocitocina; nervos renais.
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ABSTRACT

Hypertension is the most common pathologies which affect population. Of the factors
that can promote hypertension, food behavior is highlighted in relation to unhealthy
eating habits present in western diet. Thus, present study sought to evaluate some
aspects of this pathology in several situations, and themes were discussed
separately in two chapters. In the first moment, effect of maternal hyperlipidic diet on
metabolic and autonomic parameters in offspring was evaluated. It is known which
obesity induced by maternal diet can modify central regulatory pathways of the fetus,
mainly long-term regulation of appetite, but no work sought to evaluate the influence
of the maternal hyperlipidic diet (HD) on cardiovascular and autonomic parameters in
the offspring . Female Holtzman rats (280-300 g) were divided into two groups. One
group received standard diet (SD) and other HD. The animals had free access to SD
or HD for 6 weeks prior and during gestation and lactation period. All pups were
weaned after 21 days of life and had free access to SD. After one week some
offspring and mothers were submitted to glycemic test and later euthanized for
removal of adipose tissue and blood. Other offspring were submitted to in situ
preparation. DH increased adipose tissue in all females, but was able to change only
metabolic triacylglycerols concentration. Offspring of HFD dams (OffHFD) showed an
increase in adipose tissue and total cholesterol and HDL levels. Offspring of SD
dams (OffSD) showed decrease in sympathetic activity after pre-colicular transection.
This effect was not observed in males offspring of mothers with HFD (OffHFD). KCN
infusion caused similar increases in abdominal activity (ABD), in phrenic nerve
frequency (PNA f) and sympathetic activity (SNA), but in OffHFD this increase in SNA
was smaller. KCN caused increase in phrenic nerve amplitude (PNA) and was higher
in OffHFD. Hypercapnia resulted in increase in SNA, ABD and PNA and decrease in
PNA f in both groups. The decrease in PNA f was more pronounced in OffHFD and
increased PNA was higher in OffHFD. Phenylephrine caused in both groups
decrease in SNA, ABD and PNA, and generated an increase in PNA f. The reduction
of SNA was higher in OffHFD. These results suggest that maternal HFD during fetal
development alters central connections in offspring. In second moment oxytocin
effects on vascular reactivity and its role in hypernatremia-induced responses were

evaluated. Changes in volume and/or extracellular compartments composition are
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known to evoke various autonomic, cardiovascular and hormonal responses that to
modulate renal excretion of water and sodium. The main vegetative adjustments are:
renal vasodilation and oxytocin secretion. Regulation of osmolarity and volume is
critical for survival. Despite knowledge, no study evaluated interaction between renal
sympathetic activity and oxytocin secretion on renal and cardiovascular responses
induced by sodium overload. Male Wistar rats (280—-350 g) were anesthetized with
sodium thiopental (40 mg/kg, i.v.). Animals were also instrumented for measurement
of mean arterial pressure (MAP) and renal blood flow (RBF). Renal vascular
conductance (RVC) was calculated as the ratio of RBF by MAP. In anesthetized rats
(n = 6), OT infusion (0.03 ug/kg, i.v.) induced renal vasodilation. Ex vivo experiments
demonstrated that OT caused renal artery relaxation. Blockade of OT receptors
(OTR) reduced these responses to OT, indicating a direct effect of this peptide on
OTR on this artery. Hypertonic saline (3 M NaCl, 1.8 ml/kg b.wt., i.v.) was infused
over 60 s. In sham rats (n=6), hypertonic saline induced renal vasodilation. The
OXTR antagonist (AT; n=7) and renal denervation (RX) reduced the renal
vasodilation induced by hypernatremia. Atosiban with renal denervation (RX+AT;
n=7) completely abolished renal vasodilation induced by sodium overload. Intact rats
excreted 51% of the injected sodium within 90 min. Natriuresis was slightly blunted
by atosiban and renal denervation (42% and 42% of load, respectively), whereas
atosiban with renal denervation reduced sodium excretion to 16% of the load. These
results suggest that OT and renal nerves are involved in renal vasodilation and
natriuresis induced by acute plasma hypernatremia. The understanding of regulatory
mechanisms activated both during obesity and during hyperosmolarity allows greater
possibility development new therapeutic tools for hypertension prevention and

treatment.

Keywords: Hyperlipidic diet; metabolism; adiposity; hypernatremia; oxytocin; renal

nerves.
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CONTEXTUALIZACAO

A hipertenséo arterial, que é caracterizada como o aumento exacerbado e
sustentado da presséo arterial (PA = 140 x 90mmHg), € uma das patologias mais
comuns que afetam o ser humano e aumenta o risco de aparecimento de outras
doencas como infarto e insuficiéncia cardiaca congestiva. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude, essa doenca € responsavel por aproximadamente
17,7 milhdes de mortes por ano, representando 31% do total geral de 6bitos (1,2).
No Brasil, sua prevaléncia varia entre 22% e 44% para adultos, mais de 50% para
individuos com 60 a 69 anos e 75% em individuos com idade superior a 70 anos (2).
Dessa forma, a maior compreensdo da fisiopatologia da hipertensdo arterial é
essencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficientes que visam
aumentar a expectativa de vida dos pacientes e diminuir os gastos publicos
relacionados a esta patologia.

A hipertensdo € frequentemente associada as alteracbes funcionais e/ou
estruturais dos o6rgaos-alvo (coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e as
alteracdes metabolicas (2). Apesar da origem da hipertensdo ainda ndo ter sido
completamente elucidada, algumas evidéncias clinicas e experimentais tém
demonstrado a participacdo do sistema nervoso no desenvolvimento dessa doenga
em humanos e em modelos animais de hipertenséo (3-6).

Duas linhas cientificas tentam discutir 0os possiveis mecanismos para 0
desenvolvimento e manutencdo da hipertensao: a linha “Guytoniana” defendendo a
hipotese de que alteracdes na funcao renal poderiam desencadear a hipertensao, e
a linha “neurogénica” que acredita que alteracdes em areas do sistema nervoso
central (SNC) levariam a altera¢cdes no sistema nervoso autdnomo gerando entdo a
hipertensdo. Porém, a hipertensdo € uma doenc¢a multifatorial e que também pode
ser influenciada por outros fatores como, por exemplo, predisposicdo genética,
alimentacdo e inatividade fisica (7—11). Dessa forma, acredita-se que ambas as
linhas de pesquisa sejam importantes para o entendimento dessa patologia. Dentre
0s inumeros fatores que podem levar a hipertensdo o comportamento alimentar
ganha destague no que se referem aos habitos alimentares ndo saudaveis

presentes na populacdo mundial e que tem propiciado um numero cada vez maior



de casos de hipertensdo. Dentre esses habitos ndo saudaveis destaca-se o alto
consumo de uma dieta rica em gordura, que pode levar ao desenvolvimento da
obesidade, e o0 alto consumo de uma dieta rica em sodio. Ambos podem ocasionar o
desenvolvimento a logo prazo da hipertensao.

J4 tem sido demonstrado em estudos clinicos ou experimentais que a
obesidade provoca hipertensdo por um aumento na reabsor¢do de sodio, devido a
uma disfuncao renal, alteracdo da relacéo presséao renal e natriurese, e também por
modificacdes no sistema nervoso central (SNC) que podem resultar no aumento da
atividade nervosa simpatica (SNA) sobre varios 6rgdos como rins, vasos sanguineos
e coracdo (7,12-14). Outro aspecto importante a se destacar € que existem cada
vez mais evidéncias de que a obesidade materna, principalmente induzida por dieta
hiperlipidica, contribui fortemente para o desenvolvimento da obesidade infantil,
aumentando a possibilidade de aparecimento de doencas na idade adulta como a
hipertenséo (10,15).

Outros estudos experimentais e epidemiolégicos tém demonstrado que a
dieta com alto teor de sodio € um importante fator contribuinte para o
desenvolvimento da hipertensdo (16—19). Aumentos da pressdo arterial tém sido
descritos em populacées com altos consumos de sédio em suas dietas (17). Outra
importante observacdo € que o comprometimento dos mecanismos de ajustes
fisiolégicos como, por exemplo, a reducdo da atividade simpatica renal (20),
vasodilatacdo renal (21,22) e secrecdo de ocitocina (23,24), que séo ativados
durante a hiperosmolaridade (provocada por um aumento na concentracao
plasmatica de sédio), esta associado com doencas cardiovasculares, em especial a
hipertenséo.

Sabendo da importancia dessas alteracdes fisiologicas na ocorréncia da
hipertensdo e que essa patologia ja afeta grande parte da populacdo mundial, o
presente trabalho procurou avaliar alguns aspectos dessa patologia em diversas
situacdes, e os temas foram discutidos de forma separada em dois capitulos. No
primeiro momento avaliou-se o efeito da dieta hiperlipidica materna sobre o0s
parametros metabdlicos e autondmicos na prole e no segundo momento os efeitos
da ocitocina sobre a reatividade vascular e seu papel nas respostas induzidas pela

hipernatremia.




Capitulo 1

Efeito da dieta hiperlipidica materna sobre os parametros
metabodlicos e autonémicos na prole

1.1 Introducao

A obesidade provoca sérias consequéncias fisicas, sociais e psicologicas e é
caracterizada como uma doenca multifatorial que abrange uma complexa interagao
entre fatores comportamentais, culturais, epigenéticos, metabdlicos, e psicolégicos e
por esse motivo, sua etiologia ndo € de facil identificacdo (15,25-28). A obesidade
mundial quase triplicou desde 1975. Em 2016, mais de 1,9 bilhdes de adultos, com
18 anos de idade, apresentavam excesso de peso (representando 39%). Destes,
mais de 650 milhdes eram obesos (13%). Neste mesmo periodo 41 milhdes de
criangas menores de 5 anos e mais de 340 milhdes de criangas e adolescentes de 5
a 19 anos tinham sobrepeso ou obesidade em 2016 (29). Segundo dados divulgados
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no Brasil a incidéncia de
obesidade é de 20,8% da populacdo adulta, sendo que o percentual € mais alto
entre as mulheres (24,4% contra 16,8% dos homens) e o sobrepeso atinge mais da
metade (56,9%) dos adultos em todo o pais (30).

A epidemia da obesidade ndo é apenas uma ameaca para a saude da
populacdo, mas afeta a sustentabilidade financeira, elevando os custos médicos nos
servicos de saude publica, e afetando os custos indiretos e sociais, tais como:
diminuicdo da qualidade de vida, problemas de ajustes sociais e perda de
produtividade (31,32).

A obesidade tem contribuido fortemente para um aumento dos casos de
hipertenséo arterial que ja atingiu aproximadamente 21,4% da populacdo brasileira
acima de 18 anos, o que corresponde a 31,3 milhdes de individuos (30) aumentando
o risco de doencas coronarianas, infarto e de insuficiéncia cardiaca congestiva. Nos
altimos anos o melhor entendimento da fisiopatologia da co-ocorréncia de obesidade
e hipertensdo estd sendo o foco de diversos estudos nessa area (33,34). Alguns
autores tem evidenciado que a obesidade visceral induz hipertensao por disfungcao



renal (aumento na reabsor¢do de sodio), comprometimento da relacdo entre pressédo
renal e natriurese, alteragées no funcionamento do SNC, resultando em aumento na
SNA sobre oOrgdos alvo como vasos sanguineos, rins e coragcao (7,12,14), e

disfuncdes respiratérias (35,36).

Alguns estudos tem demonstrado que varios fatores, que podem ter interacao
entre si, atuam como facilitadores da hipertensao derivada da obesidade, como por
exemplo, a ativacdo do sistema renina-angiotensina (SRA) periférico e no SNC,
processo inflamatorio crénico de baixa intensidade na periferia e no SNC e maiores
niveis de leptina (37—44). Esses fatores promovem o aumento da atividade do
sistema nervoso simpatico e/ou reducBes na funcdo do barorreflexo, com

consequente aumento da pressao arterial (12,14,40,41,43-46).

Estudos realizados nos ultimos 50 anos demonstraram claramente a importancia
do SNC e do SRA no controle cardiovascular, principalmente no que se refere aos
ajustes da pressao arterial tanto em condicbes normais quanto em fisiopatologias
como hipertensdo essencial ou secundaria associada a obesidade (12,39,47).
Evidéncias experimentais mostram que o SRA regula a atividade do sistema imune
na periferia e no SNC. Alguns estudos ja evidenciaram a ocorréncia de uma
neuroinflamacéo relacionada com o desenvolvimento e manutencédo da hipertenséo
arterial em ratos obesos (34). Em animais obesos, uma inflamacé&o crénica periférica
(42) bem como em algumas regiées do SNC, como no hipotalamo (39,48), tem sido
descrita. Pelo menos em regifes prosencefélicas, a maior atividade do SRA parece
promover uma ativacao crbénica de microglias no hipotdlamo e uma astrogliose
[células imunes residentes do SNC (34,49)], contribuindo para o aumento de fatores

inflamatorios nestes nucleos (39,48).

Além da maior ativacdo do SRA, ha um significativo aumento nos niveis séricos
de leptina durante a obesidade (50-52) e parece haver uma forte interacdo entre
eles, uma vez que a ativacdo do SRA aumenta os niveis de leptina (53) e o bloqueio
de receptores AT1 no prosencéfalo reduz seu efeito simpatoexcitatorio (37). A
leptina é liberada principalmente pelos adipdcitos (tecido adiposo branco), um 6rgéo
endocrino responsavel ndo apenas pelo armazenamento de energia, mas também
pela sintese e liberacdo de diversas outras substancias, tais como adiponectina,

fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), alguns horménios sexuais, e interleucina-6.



Outros 6rgdos também produzem leptina, porém em menor quantidade, séo eles:

estbmago, placenta e glandulas mamarias (54-56).

Sabe-se que, em individuos ndo obesos, altos niveis de leptina reduzem a
ingestao alimentar. Isso ocorre através da ligacdo da leptina ao seu receptor Ob-Rb
que faz parte da familia de receptores das citocinas, que ativa o sistema JAK/STAT
de transducédo do sinal (57,58). A leptina reduz o apetite principalmente através da
inibicdo da liberagdo do neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado a proteina
Agouti (AGRP), que sdo peptideos orexigenos (59). Além disso, a leptina atua em
neurénios pro-opiomelanocorticotropicos (POMC) no hipotalamo, que uma vez
ativados promovem a liberacdo do horménio estimulante alfa-melandcito (a-MSH),
0s quais ativam receptores de melanocortina (MC3/4R) (12,60). A ativacdo desse
sistema no SNC além de inibir o apetite, promove aumento da atividade simpética,
da frequéncia cardiaca e da pressao arterial (12,13,37,61,62). Além da sua acéo
sobre o controle da ingestdo alimentar e ativacdo da atividade simpdtica, alguns
trabalhos tem demonstrado que a leptina também pode atuar sobre neurénios
localizados no bulbo, modulando a atividade respiratdria (63). Receptores de leptina
foram encontrados em diversas regiées do SNC, incluindo o hipotalamo e o tronco

enceféalico (64).

Quando os primeiros trabalhos demonstraram que a administracdo exogena de
leptina em camundongos ob/ob (obesos) provocava uma reducao da hiperfagia e do
peso corporal nesses animais, gerou-se uma grande expectativa acerca de sua
utilidade no tratamento da obesidade em humanos. Porém, a administracdo exégena
de leptina como tratamento da obesidade humana nao reproduziu os resultados
obtidos em animais de laboratério (65). Os individuos obesos apresentaram
resisténcia a acdo da leptina no SNC, o que explicaria o desenvolvimento da
obesidade mesmo com altos niveis plasmaticos de leptina, porém, a resisténcia a
leptina parece ndo afetar as vias de modulacdo da atividade simpética, por essa

razéo, os individuos obesos tornam-se hipertensos (12,66).

A prevaléncia de obesidade materna mais do que dobrou (7,6% para 15,6%) ao
longo das ultimas duas décadas (67). Ha cada vez mais evidéncias de um papel
causal da obesidade materna no desenvolvimento da obesidade infantil. Esta

hipotese ganhou ainda mais for¢ca apdés relatos de uma associagéo entre o ganho de



peso excessivo na gravidez e o indice de massa corporea (IMC) da crianga ou do
adolescente e de uma maior influéncia do IMC materno na adiposidade da prole
(68,69). Estudos recentes demonstraram que 23,2% das criancas com idade inferior
a 18 anos tem excesso de peso ou sao obesas (70). A obesidade ja afeta mais de

43 milhdes de criangas com idades entre 0-5 anos em todo o mundo (71).

Ha evidéncias de que a maior susceptibilidade a obesidade pode ocorrer como
consequéncia de um "desenvolvimento programado” (72). Sabe-se que durante o
periodo pré- e poés-natal, o SNC ainda estd em fase de desenvolvimento e
amadurecimento neuronal (73). Sendo assim, modificacbes durante essa fase
podem influenciar de forma permanente as conexdes neuronais, comprometendo as
fungbes neurovegetativas e aumentando a possibilidade de aparecimento de
doencas na idade adulta, como por exemplo o desenvolvimento de hipertensao
arterial e obesidade (10,15,25,28,73-75).

Mecanismos epigenéticos que influenciam a expressdo de genes tém sido
propostos como mediadores dos efeitos da susceptibilidade a doenca na prole
(28,76,77). Estes mecanismos incluem alteragcbes na metilacdo do DNA,
modificacdes nas histonas, e na expressdo de microRNAs, sem qualquer
modificacdo na sequéncia de nucleotideos do DNA. Esses mecanismos podem
influenciar a expressao génica durante os periodos de desenvolvimento intra-uterino
e pos-natal precoce, predispondo individuos a um fen6tipo obesogénico que persiste
durante a idade adulta, levando a efeitos metabdlicos negativos a longo prazo.

Os modelos se provaram indispensaveis na compreensao do desenvolvimento
programado de doencas na fase adulta. Alguns séo utilizados para inducdo de
obesidade, possibilitando o estudo ndo somente da obesidade como também de
suas co-morbidades como a hipertensdao (78). Além dos modelos genéticos de
obesidade como, por exemplo, ratos Zucker - com delecdo do receptor de leptina
(79) e o camundongos Ob/Ob - que nao sintetiza a leptina (61) existem os modelos
de obesidade que s&o induzidos por diferentes tipos de dieta, como a cafeteria (80),
dieta padrdo associada a uma solucdo de frutose (81) ou dieta hiperlipidica
palatavel, que consiste na combinacdo de dieta hiperlipidica com carboidratos
simples (42,43,82). A dieta hiperlipidica palatavel € semelhante a dieta rica em

gordura e acucar adotada nas sociedades ocidentais.



Alguns estudos evidenciaram que o consumo de uma dieta hiperlipidica induz
alteracbes metabolicas, tais como hiperlipidemia, hiperleptinemia, aumento da
glicemia, diminuicdo da sensibilidade a insulina, aumento da SNA, aumento da
atividade do SRA, reducéo do barorreflexo e aumento da pressédo arterial (12,42—
44,83,84). E o alto consumo dessa dieta durante a gestacdo pode causar
consequéncias na prole (85). Nesse sentido, ja foi evidenciado experimentalmente
que a prole de ratas obesas submetidas a um consumo prolongado de uma dieta
hiperlipidica apresentavam hiperfagia, aumento da massa gorda e hiperleptinemia
na vida adulta (86,87). Outros estudos indicam que o desequilibrio nutricional
durante a gravidez e a lactacdo pode levar a modificacbes permanentes da ingestao
de alimentos devido a plasticidade no hipotdlamo (88—95). Ademais, a prole adulta
de camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica desenvolveu
hipertensdo arterial que foi associada com uma disfuncdo endotelial da artéria
mesentérica (86). A hipertensdo também foi associada com o aumento da
adiposidade visceral e hiperleptinemia, sugerindo novamente a relacdo entre
hipertensdo e obesidade. Corroborando com esses achados, outro estudo do
mesmo grupo demonstrou que a prole de ratas tratadas antes e durante a gestacao
e lactacdo com dieta hiperlipidica, apresentou aumento na pressao arterial,
provavelmente devido a uma maior atividade simpética (96). Neste mesmo estudo, o
efeito pressorico da leptina exdgena estava aumentada e a sensibilidade ao

barorreflexo diminuida (96).

Apesar do claro envolvimento da obesidade materna nas inUmeras alteracées
apresentadas pela prole, nenhum estudo avaliou o efeito da dieta hiperlipidica

materna sobre a atividade simpatica e respiratoria na prole.



1.2 Objetivos

1.2.1  Objetivo geral:

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica materna administrada antes e durante

gestacdo e lactacdo sobre os parametros metabdlicos e autonémicos na prole.
1.2.2  Objetivos especificos:

Mais especificamente, procuramos:

I. Avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica materna sobre a glicemia,
concentracfes séricas de colesterol, triacilgliceréis, HDL e tecidos
adiposos das ratas e da prole.

II. Avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica materna sobre a atividade
simpética e respiratdria na prole.



1.3 Metodologia

1.3.1 Modelos experimentais

Todos os protocolos apresentados a seguir estdo de acordo com os Principios
Eticos de Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissé&o Etica e Uso de
Animais (UNESP - CEUA, processos n° 20/2013)(Ver em anexo).

Foram utilizadas ratas e ratos Holtzman adultos com 3 meses de idade (280 -
350 g) procedentes do Biotério do Campus de Araraquara da UNESP. Todos os
animais foram inicialmente mantidos em caixas plasticas coletivas (5 animais por
caixa) com livre acesso a racdo e agua. Permaneceram em salas climatizadas
(temperatura de 23 £ 2° C e umidade de 50 + 10%), com ciclo claro-escuro de doze
horas (luzes acesas das 7 h as 19:00 h) durante todo o periodo experimental. Os
animais ficaram habituados as condi¢cdes do biotério durante uma semana antes do
inicio dos experimentos. Os ratos machos (n=15) foram usados para reproducéo e

as ratas (n=32) para geracao das proles.
1.3.2 Dietas

Duas dietas foram utilizadas no presente estudo, dieta padrédo (DP) e dieta
hiperlipidica (DH) palatavel. A DP é composta por racdo balanceada da marca
Biobase® (Aguas Frias, SC, Brasil) e contém: 23 g de proteina, 49 g de carboidrato,
4 g de gordura e 5 g de fibras a cada 100 g de racao, conforme fornecido pelo
fabricante. A DH, foi preparada com racdo Biobase®, amendoim torrado, chocolate
ao leite e biscoito de maizena, na proporcéo de 3:2:2:1 (42,43,82) (Figura 1A). Esta
DH contém 13 g de proteina, 40 g de carboidrato, 19 g de gordura e 4 g de fibra a
cada 100 g de racdo (Figura 1B), segundo exame bromatolégico realizado com
amostra da dieta. Todos os componentes desta dieta foram moidos, misturados e
oferecidos aos animais em forma de pellets. O valor caldrico das dietas foram,
respectivamente, 2,25 kcal/g para a DP e 3,82 kcal/g DH. A massa corporal e a

ingestao alimentar foram avaliadas 3 vezes por semana.
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Proteinas (13%)

Proteinas (23%)

Fibras (5%)

Gordura (4%)

Fibras (4%)
Carboidratos (40%)

Gordura (19%)

Carboidratos (49%)

Figura 1. Macronutrientes presentes na dieta padrdo (DP; A) e na dieta hiperlipidica (DH; B). Os

valores estdo expressos como porcentagem. “Outros” inclui celulose, agua, sdédio, etc.

1.3.3 Delineamento experimental

As ratas foram divididas em dois grupos: um grupo que tinha acesso a DP e
outro grupo que tinha acesso a DH. As ratas foram submetidas a DP ou DH,
dependendo do grupo, durante 6 semanas prévias (periodo pré-gestacional) e
durante os periodos de gestacédo (21 dias) e lactacdo (21 dias) e foram mantidas na
dieta até o dia da eutanasia (1 semana ap6s desmame). Dias antes do periodo de
acasalamento, foi realizado esfregaco vaginal nas fémeas. Essa técnica consiste na
coleta da secrecdo vaginal através de hastes flexiveis com ponta de algodao que
foram inseridas cuidadosamente do orificio vaginal das fémeas. Posteriormente, o
material foi friccionado na lamina histologica para visualizagdo ao microscopio sem a
necessidade do uso de laminulas. A técnica foi usada para determinagéo do ciclo
estral que permite a avaliacdo da atividade ovariana, a fim de investigar o dia em
gue as fémeas estariam no estro, periodo em que elas apresentam receptibilidade
ao macho. Uma vez averiguada, as fémeas eram entdo colocadas juntas aos
machos para cruzamento (trés fémeas e dois machos por caixa). No dia seguinte um
novo esfregaco era realizado para confirmacdo de coOpula através da presenca de

espermatozoides. As fémeas com confirmagéo de copula foram mantidas em caixas
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individuais e alimentadas com as respectivas dietas, ou seja, DP ou DH dependendo
do grupo.

A prole das ratas submetidas a DP ou DH foi pesada ao nascimento e no P28.
Apos 21 dias a prole foi desmamada, e foi ofertado para todos os filhotes a DP até
terem atingido 28-32 dias onde apenas o0s machos foram submetidos a
experimentacdo. As maes foram mantidas nas mesmas dietas que estavam
recebendo previamente e foram eutanasiadas 1 semana ap0s o desmame da prole
(Figura 2). Todas as maes e um a 2 filhotes de cada ninhada foram submetidos a
avaliacdo da glicemia e posteriormente eutanasiados para coleta de sangue e tecido
adiposo e o0s outros machos da prole foram submetidos a preparacdo in situ,

coracao-bulbo-hipotdlamo, conforme sera descrito posteriormente.

Ratas: Dieta Padréo (DP) ou Dieta Hiperlipidica (DH)

Prole: Dieta Padrao (DP)

Inicio da dieta Gestacio Lactaco Glicemia, coleta de sangue e tecido
(pré-gestacional) 3 ¢ 3 ¢ Desmame adiposo(Ratas e Prole)
(6 Semanas) o TR = TEIE Preparacéo in situ (Prole)
v v v ‘b ‘l’
0 E1 P1 P21 P28-32

Figura 2: Esquema do delineamento experimental. “E” representa o periodo embrionario e “P”

representa o periodo pés-natal.

1.3.4  Analises bioguimicas

Para realizagéo do teste glicémico os animais (méaes e filhotes) ficaram em jejum
por 8 horas e uma pequena amostra de sangue da veia caudal foi coletada e
analisada por um kit de monitoramento de glicemia (Accu-Chek Active). Apés 24
horas de recuperacdo os animais foram submetidos a um novo periodo de jejum,
porém de 12 horas. Apés jejum prolongado os animais foram decapitados para
coleta de sangue troncular e retirada de tecido adiposo retroperitoneal, mesentérico,

ovariano (maes) e epididimal (prole macho).

O sangue troncular foi centrifugado a 3000 rpm por 15 min e o soro foi
armazenado a 4-8°C na geladeira por 2 dias. Foram realizadas as andlises de
triacilglicerdis (TGL), colesterol total e lipoproteinas de alta densidade (HDL). As

concentracbes séricas de TGL, colesterol total e HDL foram determinadas pelo
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sistema de quimica seca, utilizando laminas de vitros (vitros 250, Orto — Clinical
Diagnostics, Johnson & Johnson) no laboratorio de analises clinicas da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas da Unesp.
1.3.5 Coleta de tecido adiposo

Os tecidos adiposos retroperitoneal, mesentérico, ovariano (maes) e epididimal
(prole macho) foram imediatamente retirados e pesados apdés a eutanasia dos
animais. A coleta de tecido adiposo foi realizada de acordo com as descricdes de
Cinti (2005).

1.3.6 Preparacao coracao-bulbo-hipotalamo (in situ)

Os filhotes machos de mées tratadas com DP e DH de ambos os protocolos
experimentais foram submetidos a preparacdo in situ. Os animais foram
decorticados e perfundidos artificialmente conforme descrito anteriormente por (97—
99) (Figura 3). Os animais foram profundamente anestesiados com halotano (5%),
sendo o grau de anestesia avaliado pela auséncia de reflexo de retirada da pata ao
pincamento. A seguir foi realizada uma transeccao total logo abaixo do diafragma, as
visceras removidas e, entdo, os animais foram submergidos em solu¢do gelada
(4°C) de Ringer (descrita abaixo). Os hemisférios cerebrais foram expostos pela
remoc¢ao dos 0ssos parietais e os cortices cerebrais foram removidos até o talamo
por aspiracdo. A area pré-optica, o nucleo septal e o hipotalamo foram preservados.
A pele do animal foi removida para impedir que os pélos obstruissem o sistema de
perfusdo. Na sequéncia, o diafragma e a parte da caixa toracica foram retirados para
acesso ao mediastino. O nervo frénico esquerdo foi isolado e os animais foram
transferidos para uma camara de registro. A perfusdo da preparacdo foi realizada
pela artéria aorta descendente, por meio de um cateter de dois lumens. A partir de
um dos lumens, a preparacdo foi perfundida por meio de uma bomba peristaltica
(Watson Marlow 505S, UK) com solucédo de Ringer (em mM: NaCl 120, NaHCO3; 24,
KCI 5, CaCl, 2,5, MgSO, 1,25, KH,PO, 1,25 e glicose 10) contendo um agente
oncoético (polietileno glicol, 1.5%, Sigma, Reino Unido), gaseificada constantemente
com uma mistura carbogénica de 95% O, e 5% CO, (condi¢do controle) ou de 90%
0O, + 10% CO, (condicao hipercapnica) e aquecida a 32°C e com pH 7,4. Antes de

entrar na preparacao, essa solucdo passou por um sistema de armadilha de bolhas
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e por um filtro de nylon (tamanho do poro: 25 uym). O fluxo do sistema foi de 22 a 24
mL/min.

tSN
bubble traps
KCNﬁ

thoracic
sympathetic
nerve

filter heat

p— exchanger

transducer

abdominal
motor nerves

ey perfusion perfusion

pressure pump ‘.7

amplifier

_- suction electrode

PN
AbN

Figura 3: Esquema da preparacao in situ cora¢éo bulbo-hipotdlamo, conforme descrito em detalhes
anteriormente. Modificado de (99).

Apods o inicio dos movimentos respiratorios (movimentos da caixa toracica), um
bloqueador neuromuscular (brometo de vecurénio, 40 ug/mL) foi adicionado a
solucédo de perfusdo para promover uma estabilizagdo mecéanica da preparacédo. O
segundo limen da cénula foi usado para monitorar a pressédo de perfuséo da aorta.
A atividade do nervo frénico (PNA) foi registrada na sua porcéo distal por meio de
um eletrodo bipolar de succédo de vidro fixado em um micromanipulador 3D. O
padrdao em rampa e ritmico do PNA (padrao eupnéico) foi utilizado como um indice
fisiologico da viabilidade da preparacdo in situ. A cadeia simpética toracica (T10-
T12) foi visualizada através de um microscoépio binocular e os registros foram feitos
do coto distal do nervo usando um eletrodo de sucg¢ao de vidro bipolar. A viabilidade
da SNA foi verificada pela presenca de modulacdo respiratoria e pelo seu aumento
através da administracéo intra-arterial de cianeto de potassio (KCN; 30 ug/60 pL,
injetada em bolus). O nervo abdominal foi registrado da mesma forma que 0s nervos

anteriores por meio de eletrodo bipolar.
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Os sinais foram amplificados (Neurolog NL104), filtrados (band-pass filter: 8 Hz-3
kHz) e adquiridos usando um sistema de aquisicdo de dados CED micro1401 A-D
(CED, Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) e o software Spike 2 (CED)
com scripts escritos para aquisicdo e analise dos dados. O ruido basal das
preparacdes foi adquirido através do silenciamento completo dos nervos apos
desligamento do sistema de perfuséo.

Os animais foram avaliados por um periodo basal de 20 min e submetidos a
testes ao longo do experimento com um intervalo de 5-10 min entre cada estimulo.
Inicialmente foi realizada a administracdo de KCN (30 ug/60 pL, injetada em bolus)
para estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos, seguido pela realizacdo da
hipercapnia (90% O, e 10% CO;) por 5 min na solucdo de perfusdo, para
estimulacdo dos quimiorreceptores centrais, substituindo a mistura em normoxia
(95% O, e 5% CO,) posteriormente, e finalmente foi realizada a administragc&o intra-
arterial de fenilefrina (10 pg/100 pL, injetada em bolus), para estimulacdo dos
barorreceptores. ApOs o0s testes foi realizada a transecc¢do pré-colicular para
avaliacdo da importancia da regido prosencefalica na modulacdo da atividade nos
nervos descritos anteriormente.

Para a analise da SNA, PNA e Abd, foram avaliados a atividade basal média,
expressa em % ou WV, antes e apos transecc¢ao pré-colicular e variagcdo percentual

de cada estimulo realizado.
1.3.7 Analise dos dados

Os resultados foram apresentados como médias + E.P.M. Os valores de perfil
lipidico, tecido adiposo (ovariano, epididimal, mesentérico e retroperitoneal),
ingestao caldrica e basais foram analisados por teste t de Student para amostras
independentes. Os valores das variacdes nas atividades dos nervos apos o teste de
baroreflexo e quimioreflexo periférico e central foram analisados por ANOVA de
duas vias seguida do teste de Student-Newman-Keuls. Diferengcas foram

consideradas significantes para p < 0,05.
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1.4 Resultados

1.4.1 Efeitos da dieta hiperlipidica materna antes e durante
gestacao e lactacdo sobre os parametros metabdlicos

das ratas

Ratas Holtzman adultas que tiveram acesso a DP ou a DH apresentaram massas
corpdreas similares no inicio, apés 6 semanas de dieta e ao final do experimento
(Tabela 1). As ratas submetidas a um periodo de 6 semanas prévias (preé-
gestacional) de DH, apresentaram ingestédo alimentar (g/dia) semelhante a das ratas
com DP, porém, a ingestdo calérica foi maior entre as ratas submetidas a DH
quando comparadas as ratas submetidas a DP pelo mesmo periodo de tempo (DP:
42,7 +1,5vs. DH: 69,0 + 1,9 kcal/dia, p<0,05; Tabela 1).

Tabela 1. Valores de massa inicial, massa ap6s 6 semanas prévias com dieta (antes do
acasalamento), massa final (1 semana ap6s o desmame), ingestdo alimentar diaria e
ingestao caldrica diaria (das 6 semanas iniciais) das ratas submetidas a Dieta Padréo (DP) e

Dieta Hiperlipidica (DH) antes e durante gestacédo e lactacgéo.

DP (n=6) DH (n=6)
Massa inicial (g) 286,0£6,2 274,1+£54
Massa apo6s 6 semanas (g) 316,0£9,1 3120+ 7,1
Massa final (g) 316,6 + 11,5 316,0 + 14,2
Ingestéo alimentar (g/dia) 18,9+ 0,7 18,0+ 0,5
Ingestao caldrica (kcal/dia) 42,7+15 69,0£19*

Os valores estdo apresentados como média + erro da média. Teste t de Student; * diferente
de DP; p < 0,05.

O grupo alimentado com DH (n=6) apresentou maiores massas relativa dos
tecidos adiposos ovarianos (DP: 0,6 £ 0,0 vs. DH: 1,8 + 0,2 g/100 g m.c. - massa
corporal; p < 0,05; Figura 4A), retroperitoneal (DP: 0,5 £ 0,0 vs. DH: 1,6 + 0,1 g/100
g m.c.; p < 0,05; Figura 4B) e mesentérico (DP: 0,7 + 0,0 vs. DH: 1,3 + 0,2 g/100 g

m.c.; p < 0,05; Figura 4C) quando comparados ao grupo com DP (n=6).
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Figura 4: Valores da massa relativa dos tecidos adiposos ovarianos (A), retroperitoneal (B) e
mesentérico (C) das ratas submetidas a Dieta Padrdo (DP; n=6) e Dieta Hiperlipidica (DH; n=6) por
um periodo de 6 semanas prévias (pré-gestacional) e durante gestagdo e lactacdo. m.c: massa

corporal. Os valores estdo apresentados como média * erro padrdo da média e foram analisados

através do Teste t de Student n&o pareado; * diferente do DP; p < 0,05.

Em relacdo as andlises bioquimicas, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos com DP (n=5) e DH (n=6) nas concentracdes séricas
de colesterol total (Figura 5A), HDL (Figura 5B) e glicose (Figura 5D), porém houve
uma diferenca significativa entre 0s grupos nas concentracdes séricas de
triacilglicerdis (DP: 65,4 + 4,7 vs. DH: 89 + 7,4 mg/dL, p < 0,05; Figura 5C).
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Figura 5: Analises bioquimicas: Valores séricos de colesterol total (A), HDL (B), triacilgliceréis (C) e
glicose (D) das ratas submetidas a Dieta Padrdo (DP; n=5) e Dieta Hiperlipidica (DH; n=6) por um
periodo de 6 semanas prévias (pré-gestacional) e durante gestacdo e lactacdo. Os valores estédo
apresentados como média * erro padrdo da média e foram analisados através do Teste t de Student

nao pareado; * diferente do DP; p < 0,05.

1.4.2 Efeitos da obesidade materna sobre o0s parametros

metabdlicos da prole

Filhotes machos descendentes de mées que tiveram acesso a DH (FMDH;
n=8) durante periodo prévio de 6 semanas (pré-gestacional) e durante gestacéo e
lactacdo apresentaram maior massa corporea no dia do desmame quando
comparados aos filhotes machos descendentes de maes com DP (FMDP; n=12)
durante o mesmo periodo de tempo (FMDP: 33 + 0,6 vs. FMDH: 51,4 £ 0,9 g; p <
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0,05; Tabela 2). No dia da eutandsia (1 semana apds desmame) ambos 0S grupos

(FMDP e FMDH) apresentaram massas semelhantes (Tabela 2).

Tabela 2. Valores da massa no desmame (dia 21) e massa final (dia 28) dos filhotes
machos de méaes submetidas a dieta padrdo (FMDP — n=12) e dieta hiperlipidica (FMDH —

n=8) durante periodo prévio de 6 semanas (pré-gestacional) e durante gestacéo e lactacao.

FMDP (n=12) FMDH (n=8)
Massa no desmame (g) 33,0+ 0,6 51,4+09*
Massa Final (g) 80,2+2,8 79,2 £ 3,6

Os valores estédo apresentados como média + erro da média. Teste t de Student; * diferente
de FMDP; p < 0,05.

Os FMDH (n=8) apresentaram maiores pesos relativos dos tecidos adiposos
epididimais (FMDP: 0,2 + 0,0 vs. FMDH: 0,2 + 0,0 g/100 g m.c. - massa corporal; p <
0,05; Figura 6A), retroperitoneal (FMDP: 0,1 + 0,0 vs. FMDH: 0,2 + 0,0 g/100 g m.c.;
p < 0,05; Figura 6B) e mesentérico (FMDP: 0,4 + 0,0 vs. FMDH: 0,6 + 0,1 g/100 g
m.c.; p < 0,05; Figura 6C) quando comparados ao grupo com FMDP (n=12).
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Figura 6: Valores das massas relativas dos tecidos adiposos epididimal (A), retroperitoneal (B) e
mesentérico (C) dos FMDP (n=12) e FMDH (n=8) durante periodo prévio de 6 semanas (pré-
gestacional) e durante gestacdo e lactacdo. m.c: massa corporal. Os valores estdo apresentados
como média + erro padrdo da média e foram analisados através do Teste t de Student ndo pareado.

*Diferente de FMDP; p<0,05.
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Em relacdo as analises bioquimicas, foram observadas diferencas
significativas entre 0s grupos nas concentracdes séricas de colesterol total (FMDP:
80,0 £ 1,4 vs. FMDH: 105,7 + 4,0 mg/dL, p < 0,05; Figura 7A) e HDL (FMDP: 47,9 +
0,8 vs. FMDH: 54,1 + 1,4 mg/dL, p < 0,05; Figura 7B). Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos em relacdo as concentracdes séricas de
triacilglicerois e glicose.
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Figura 7: Analises bioguimicas: Valores séricos de colesterol total (A), HDL (B), triacilgliceréis (C) e
Glicose (D) dos FMDP (n=12) e FMDH (n=8) durante periodo prévio de 6 semanas (pré-gestacional) e
durante gestacéo e lactacéo. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média e

foram analisados através do Teste t de Student ndo pareado. *Diferente de FMDP; p<0,05.
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1.4.3 Efeito da ativagdo do quimio e barorreflexo e da
transeccdo pré-colicular sobre a atividade simpética e
respiratoria na prole de ratas submetidas a dieta

hiperlipidica antes e durante gestacao e lactacao

Para todos os parametros, as respostas observadas a seguir foram em relacao
ao basal. A infusdo de KCN (KCN - 30 ug/60 pL, injetada em bolus) provocou um
aumento significativo na atividade simpética (SNA) em ambos os grupos, porém, no
grupo FMDH (n=7) esse aumento foi menor quando comparado com o grupo FMDP
(n=11) (FMDP: 107,3 + 15,1 vs. FMDH: 52,1 + 10,2%; p<0,05; Figuras 8A, B e C). A
infusdo de KCN também provocou aumentos similares, tanto no grupo FMDP quanto
no grupo FMDH, na atividade abdominal (FMDP: 215,4 + 57,6 vs. FMDH: 155,5 £
55,9%; p<0,05; Figuras 8A, B e D) e na frequéncia do nervo frénico (FMDP: 51 + 6,2
vs. FMDH: 34,6 + 10,4%; p<0,05; Figuras 8A, B e E). Em relacdo a amplitude do
nervo frénico a infusdo de KCN provocou um aumento nesse parametro nos dois
grupos, porém, esse aumento foi significativamente mais acentuado no grupo FMDH
(FMDP: 14,3 + 4,1 vs. FMDH: 31,8 + 10,4%; p<0,05; Figuras 8A, B e F).
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Figura 8: Tracados representativos do registro da frequéncia da atividade do nervo frénico (f PNA) e

o sinal integrado e bruto dos nervos frénico (f PNA e PNA), simpatico toracico (] SNA e SNA) e

abdominal (f ABD e ABD), em resposta a infusdo de cianeto de potassio (KCN 30 pg/60 pL), nos
FMDP (A) e FMDH (B) e os efeitos do KCN sobre a atividade nervosa simpéatica (SNA; C), atividade

abdominal (ABD; D), frequéncia e amplitude da atividade do nervo frénico (PNA; E e F) nos FMDP

(n=11) e FMDH (n=7). A barra em cinza representa 0 momento da resposta ao KCN. Os valores

foram expressos como média + erro padrdo da média da variacdo percentual e foram analisados por

analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA). * Diferente do basal; # Diferente do FMDP;

p<0,05.
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A inducdo da hipercapnia (10% CO,) provocou tanto no grupo FMDP (n=11)
quanto no grupo FMDH (n=7) um aumento na atividade simpatica (FMDP: 25,3 + 4,3
vs. FMDH: 19,6 * 5,3%; p<0,05; Figuras 9A, B e C), na atividade abdominal (FMDP:
83,8 £ 19,9 vs. FMDH: 86,5 * 21,8%; p<0,05; Figuras 9A, B e D) e na amplitude do
nervo frénico (FMDP: 9,4 + 1,9 vs. FMDH: 26,8 * 6,4%; p<0,05; Figuras 9A, B e F), e
gerou uma diminuicdo na frequéncia do nervo frénico (FMDP: -21 £ 3,9 vs. FMDH: -
36,1 £ 5,4%; p<0,05; Figuras 9A, B e E). Essa diminuicdo foi mais acentuada no
grupo FMDH quando comparado com o grupo FMDP. Também foi observado um

maior aumento na amplitude do nervo frénico no grupo FMDH.
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Figura 9: Tracados representativos do registro da frequéncia da atividade do nervo frénico (f PNA) e
o sinal integrado e bruto dos nervos frénico (f PNA e PNA), simpatico toracico (] SNA e SNA) e
abdominal (| ABD e ABD), em resposta a hipercapnia (10% CO,), nos FMDP (A) e FMDH (B) e os
efeitos da hipercapnia sobre a atividade simpatica (SNA; C), atividade abdominal (ABD; D),
frequéncia e amplitude da atividade do nervo frénico (PNA; E e F) nos FMDP (n=11) e FMDH (n=7). A
barra em cinza representa o0 momento da resposta a hipercapnia. Os valores foram expressos como
média * erro padrdo da média da variacao percentual e foram analisados por analise de variancia de
duas vias (two-way ANOVA). * Diferente do basal; # Diferente do FMDP; p<0,05.
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A infusdo de fenilefrina (10 pg/100 pL, injetada em bolus) provocou tanto no
grupo FMDP (n=11) quanto no grupo FMDH (n=7), uma diminuigdo na atividade
simpética (FMDP: -56,0 £ 3,0 vs. FMDH: -31,7 + 5,1%; p<0,05; Figuras10 A, B e C),
na atividade abdominal (FMDP: -25,2 + 7,9 vs. FMDH: -30,9 + 6,8%; p<0,05; Figuras
10A, B e D) e na amplitude do nervo frénico (FMDP: -17,6 + 1,9 vs. FMDH: -16,3 +
2,3%; p<0,05; Figuras 10A, B e F), e gerou um aumento na frequéncia do nervo
frénico (FMDP: 9,1 + 3,0 vs. FMDH: 11,4 + 3,1%; p<0,05; Figuras 10A, B e E).
Porém, destacamos que a reducdo na SNA observada no grupo FMDH foi
significantemente menor do que a observada no grupo FMDP, enquanto que as

alteracdes nos nervos respiratérios foram semelhantes.
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Figura 10: Tracados representativos do registro da frequéncia da atividade do nervo frénico (f PNA) e
o sinal integrado e bruto dos nervos frénico (f PNA e PNA), simpatico toracico (] SNA e SNA) e
abdominal (| ABD e ABD), em resposta a infuséo de fenilefrina (Fenil - 10 pg/100 pL), nos FMDP (A) e
FMDH (B) e os efeitos da infusdo de fenilefrina sobre a atividade simpética (SNA; C), atividade
abdominal (ABD; D), frequéncia e amplitude da atividade do nervo frénico (PNA; E e F) nos FMDP
(n=11) e FMDH (n=7). A barra em cinza representa 0 momento da resposta a fenilefrina. Os valores
foram expressos como média + erro padrdo da média da variacdo percentual e foram analisados por
analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA). * Diferente do basal; # Diferente do FMDP;

p<0,05.
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ApGs transeccéo pré-colicular os filhotes machos descendentes de mées que
foram alimentadas com DP (FMDP) durante periodo prévio de 6 semanas (pré-
gestacional) e durante acasalamento, gestacao e lactacdo apresentaram uma queda
da atividade simpatica (A: -28,2 + 4,9%, n=11, p<0,05; Figuras 11A e B). Esse efeito
nao foi observado nos FMDH (A: 8,3 £ 10,9 %, n=7; Figuras 12A e B) no mesmo
periodo de tempo. A transecgdo pré-colicular ndo afetou os demais parametros
analisados nos dois grupos.
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Figura 11: Tracado representativo do registro da frequéncia da atividade do nervo frénico (f PNA) e o
sinal integrado e bruto dos nervos frénico (] PNA e PNA), simpatico toracico (] SNA e SNA) e
abdominal (| ABD e ABD) antes e ap0s transeccdo pré-colicular (A) e seus efeitos sobre a atividade
simpética (SNA; B), atividade abdominal (ABD; C), frequéncia e amplitude da atividade do nervo
frénico (PNA; D e E) nos FMDP (n=11). A SNA e ABD foram expressas como média * erro padrédo da
média da variacdo percentual. A frequéncia da PNA foi expressa como média + erro padrao da média
da frequéncia instantanea (bpm). A amplitude da PNA foi expressa como média + erro padrdo da
média dos valores em microvolts (uV). Os valores foram analisados através do Teste t de Student

pareado; * diferente do Basal; p < 0,05.
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Figura 12: Tracado representativo do registro da frequéncia da atividade do nervo frénico (f PNA) e o

sinal integrado e bruto dos nervos frénico (] PNA e PNA), simpatico toracico (] SNA e SNA) e

abdominal (| ABD e ABD) antes e ap0s transeccédo pré-colicular (A) e seus efeitos sobre a atividade

simpética (SNA; B), atividade abdominal (ABD; C), frequéncia e amplitude da atividade do nervo

frénico (PNA; D e E) nos FMDH (n=7). A SNA e ABD foram expressas como média * erro padréo da

média da variacdo percentual. A frequéncia da PNA foi expressa como média + erro padrao da média

da frequéncia instantanea (bpm). A amplitude da PNA foi expressa como média + erro padrdo da

média dos valores em microvolts (uV). Os valores foram analisados através do Teste t de Student

pareado.
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1.5 Discussao

No presente estudo observou-se que ratas tratadas com DH por um periodo de 6
semanas prévias (pré- gestacional) e durante o periodo de gestacdo e lactacao
apresentaram maior ingestdo caldrica, maiores massas relativas dos tecidos
adiposos (ovariano, retroperitoneal e mesentérico) e aumento na concentracdo de
triacilglicerdis. Estudos indicam que o consumo de DH esta diretamente relacionado
ao sobrepeso, obesidade abdominal, disturbios metabdlicos e alteragcdes no perfil
lipidico (100,101). O proprio excesso de tecido adiposo provoca hipertrofia dos
adipécitos, aumento da infiltracdo de macrofagos e mudancas na secrecdo de
acidos graxos livres, leptina e citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6
(102,103). Essas anormalidades metabodlicas sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diabetes do tipo Il (104,105). O
aumento da adiposidade e as alteracdes no perfil lipidico observadas no nosso
estudo indicam que este modelo de DH estabelecido por Estadella e colaboradores

(82) mostrou-se efetivo em alterar os parametros metabalicos.

No dia do desmame todos os filhotes descendentes de ratas que tiveram acesso
a dieta hiperlipidica apresentaram massa corporal maior que 0s animais
descendentes de maes com dieta controle. Porém, uma semana apds o desmame a
massa das proles foi semelhante. Os resultados apresentados no presente estudo
corroboram os descritos por Kirk e colaboradores (106) que observaram que os
machos decendente de mées que receberam dieta hiperlipidica por 6 semanas
prévias e durante gestacéo e lactacdo estavam mais pesados ao desmame do que
descendentes de maes controle. No entanto, aos 30 dias de idade a massa corporal
era semelhante entre os grupos. Os autores também observaram que, apds a quinta
semana de idade, esses animais apresentaram diferenca significativa na massa
corporal que foi mantida até a idade adulta (106). Essas andlises ndo foram
realizadas no presente estudo. Os autores observaram que 0 aumento no tecido
adiposo sO ocorreu apdés 90 dias do desmame quando 0s animais ja estavam
adultos (106). No presente estudo nds avaliamos que os filhotes machos de mées
gue tiveram ingestdo da dieta hiperlipidica apresentaram aumento no tecido adiposo
e alteragdes no perfil lipidico aos 30 dias de idade.
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Filhotes machos descendentes de maes que foram alimentadas com DP
apresentaram uma queda da atividade simpatica apOs transeccdo pré-colicular.
Estudos anteriores ja haviam demonstrado que a atividade do ndcleo hipotalamico
paraventricular (PVN) e do prosencéfalo é essencial para a manutencao da atividade
nervosa simpatica e da presséo arterial, mesmo em animais anestesiados (98,107—
110). A inativagao do PVN resultou em simpatoinibicdo e queda da presséo arterial
(108). Outro trabalho anterior observou uma queda similar da pressao arterial média
apos desconexao hipotalamica (110). Colombari e colaboradores (98), utilizando a
mesma preparacdo in situ do presente estudo, observou que a transecg¢ao pre-
colicular foi efetiva em reduzir a SNA em um grupo experimental de ratos hidratados,
mostrando que ndo somente a pressao arterial, mas o tbnus simpatico também é
mantido por areas prosencefalicas. Os resultados apresentados nesse trabalho
corroboram os descritos nesses estudos que mostraram a importancia da regiao
prosencefalica na modulacdo da atividade simpéatica em diferentes modelos

experimentais.

Diferente dos achados anteriores, n6s também observamos que filhotes machos
descendentes de maes que foram alimentadas com dieta hiperlipidica nao
apresentaram diminuicdo da atividade simpatica ap0s transeccao pré-colicular. De
forma semelhante, Colombari et al. (98) evidenciaram que animais desidratados
(privacdo hidrica) ndo apresentaram uma reducdo da SNA apds transeccao pré-
colicular como foi observado nos animais controle. Nesse mesmo estudo, 0s autores
evidenciaram que a inibicdo seletiva do ndcleo do trato solitario (NTS) comissural
reduziu significativamente a atividade simpética e pressao arterial nos animais
desidratados. Esses resultados indicam uma transferéncia da modulagédo simpatica
de regides prosencefélicas para regides bulbares através da inducéo de plasticidade
neuronal (98). Sabendo que durante o periodo pré- e pds-natal, o SNC ainda esta
em fase de desenvolvimento e amadurecimento neuronal e que modificacdes
durante essa fase podem influenciar as conexdes neuronais (73) € cabivel supor que
provavelmente as alteragdes provocadas no meio em que o feto se desenvolveu, em
decorréncia da dieta hiperlipidica, possam ter induzido uma plasticidade neuronal,
uma vez que a retirada de regides prosencefalicas ndo modificou o tbnus simpéatico

basal nesses animais. Até o presente estudo ndo se sabe qual area bulbar pode
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estar envolvida com a manutencé&o da SNA nos animais filhos de mées tratadas com
DH.

Sabe-se que ndo é sO a obesidade pré-gestacional que é associada com o
aumento da adiposidade e alteragdes cardiometabdlicas na prole, mas também o
ganho excessivo de massa durante a gestacdo (111). Estudos j& demonstraram que
alteracdes metabdlicas durante a gravidez e lactacdo podem levar a modificagBes da
ingestao de alimentos devido a plasticidade no hipotalamo (88-95), enfatizando mais
uma vez as consequéncias do desequilibrio nutricional no desenvolvimento do SNC
da prole. Nesse sentido, os resultados apresentados aqui corroboram com essas
evidéncias, mostrando que a dieta hiperlipidica induzida tanto no periodo pré-
gestacional quanto somente no periodo de gestacdo e lactacdo provavelmente
poderia ter alterado o substrato neuronal em formacao provocando modificacfes nas

conexdes neurais da prole.

A leptina, produzida principalmente pelo tecido adiposo, tem sua producdo
aumentada durante a obesidade (44,66,112). Estudos em camundongos
geneticamente hiperfagicos (ob/ob) demonstraram que a leptina tem um papel
neurotréfico no desenvolvimento de projecdes a partir do nucleo arqueado (ARC)
para o ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (113). Descendentes de ratas
obesas apresentam altas concentracbes séricas de leptina neonatal, porém a
fosforilacdo da STAT3 no nucleo arqueado (ARC) e o nivel de imunoreatividade para
AgRP no PVN esta diminuida (106). O desenvolvimento de projecées que saem do
ARC, incluindo neurdnios contendo AgRP, pode influenciar permanentemente a
formacéo e funcéo de circuitos neurais envolvidos ndo somente com a regulacéo do
equilibrio energético, através da sinalizacdo pela leptina, mas também com a
regulacdo cardiovascular através do sistema nervoso autondmico. A liberagcéo
prolongada de niveis anormalmente elevados de leptina conduz a uma resisténcia e

permanentemente afeta as fungdes que envolvem o hipotalamo.

Os descendentes de ratas tratadas tanto com dieta hiperlipidica quanto com dieta
padrao foram submetidos a testes de quimiorrecepcdo a fim de se averiguar as
possiveis mudancas que a dieta materna poderia provocar nesses reflexos. Sabe-se
que durante a hipéxia ha uma elevacédo da frequéncia respiratéria, um aumento da

amplitude das contragcdes dos musculos inspiratérios (diafragma) e expiratorios
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(musculos abdominais) (114,115) e um significativo aumento da atividade simpética
(116). Parte dessas respostas reflexas também sdo observadas em situacbes de
hipercapnia, em que o aumento de CO; e consequentes alteracdes de pH no fluido
cerebroespinhal sdo detectados pelos quimiorreceptores centrais. As informacdes
quimiorreflexas sao transmitidas para outras regides cerebrais envolvidas com a
geracdo e modulagcédo das atividades respiratéria e autonémica (117). De maneira
semelhante, nossos resultados demonstraram que filhotes machos, descendentes
de ratas tratadas tanto com dieta hiperlipidica quanto com dieta padréo,
apresentaram aumento da atividade simpatica, da atividade abdominal e da
amplitude da atividade do nervo frénico tanto em condi¢Bes de hipdxia quanto em
situacdo de hipercapnia. Entretanto, nés observamos que animais descendentes de
maes que consumiram dieta hiperlipidica durante periodo pré-gestacional e durante
gestacdo e lactacdo apresentaram uma resposta exacerbada no aumento da
amplitude da atividade do nervo frénico. Corroborando esses resultados um trabalho
recentemente publicado demonstrou que descendentes machos de ratas
alimentadas com dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacdo apresentaram
respostas ventilatérias e autondmicas ampliadas a hipoxia e hipercapnia e também
hipertensdo na vida adulta combinada com hiperatividade simpética (75). Estudos
recentes evidenciaram que a leptina pode ter um importante papel nas respostas
ventilatorias ativadas pela hipoxia. Exemplificando, animais que foram submetidos a
hipéxia apresentam altos niveis plasmaticos de leptina (118,119). E em niveis
elevados, a leptina poderia promover a estimulagcdo da ventilacdo e da atividade

simpética.

Os receptores de leptina estédo presentes em diversas regides do SNC, incluindo
o hipotalamo e o tronco encefélico (64). Além da sua comprovada acdo sobre o
controle da ingestdo alimentar e ativagdo da atividade simpatica, através da
estimulacdo de neurdnios localizados no nucleo arqueado e no ndcleo
paraventricular do hipotalamo, respectivamente (15), evidéncias experimentais
indicam que a leptina também pode atuar sobre neurdnios localizados no bulbo,
modulando a atividade respiratoria (63,120). Foi demonstrado que a administracéo
intracerebroventricular de leptina ativa neurdnios pré-simpaticos da regido rostral
ventrolateral do bulbo (RVL) (121). Além disso, outros estudos demonstraram que a

administrac@o de leptina na por¢do caudal do NTS, importante area para o controle
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das atividades simpatica e respiratria, promove simpatoexcitacdo (63) e aumento
da ventilacdo pulmonar (120). Camundongos obesos deficientes em leptina tem
resposta ventilatoria atenuada ao CO,, que pode ser revertida ap0s o tratamento
sistémico ou intracerebroventricular com leptina (36,61,122). Sabendo da
importéancia da leptina como um neuromodulador e da sua agdo em diferentes
regibes do SNC, é licito supor que as alteracbes sofridas pela prole durante a
formacdo embrionaria, devido ao provavel aumento de leptina materna, possam ter
desencadeado uma plasticidade neuronal que alterou a sensibilidade quimiorreflexa

nesses animais.

Além do aumento nos niveis séricos de leptina durante a obesidade ha também
uma maior ativacdo do Sistema Renina-Angiotensina (SRA) e parece haver uma
forte interacdo entre eles, uma vez que a ativacdo do SRA aumenta os niveis de
leptina (53) e o bloqueio de receptores AT1 no prosencéfalo reduz seu efeito
simpatoexcitatorio induzido pela leptina (37). Desta forma, o consumo prolongado de
dieta hiperlipidica pode alterar significativamente essas vias de modulacdo e
consequentemente gerar alteragdes na circuitaria neuronal ndo somente nas méaes,

mas principalmente na prole em formacéao.

Alguns trabalhos tém evidenciado que na obesidade a sensibilidade dos
barorreceptores esta diminuida (43,44,84). Corroborando esses achados, o presente
estudo demonstra que filhotes de maes obesas, que tiveram acesso prolongado a
dieta hiperlipidica também durante gestacdo e lactacdo, apresentaram uma
atenuacdo da simpatoinibicdo induzida pela fenilefrina. O prejuizo na funcao
barorreflexa pode ser critica para o desenvolvimento/manutencéo da hipertenséo,
uma vez que uma reducao no ganho do barorreflexo pode contribuir para 0 aumento

da atividade simpatica e hipertenséo (123).

Em estudo recente, foi demonstrado que animais tratados com dieta hiperlipidica
por 6 semanas apresentaram aumento da pressao arterial, reducdo do barorreflexo,
aumento na expressao génica de receptores AT1 e reducdo da expressao génica de
receptores AT2 no NTS (43). Sabe-se que o NTS tem alta densidade de receptores
AT1 (124,125) e a ativacdo desses receptores no NTS pela ANG Il atenua o
barorreflexo (126,127). A permeabilidade da barreira hematoencefalica pode ser

comprometida sob varios estados patolégicos durante a vida pés-natal, incluindo
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hipertensdo (128), obesidade (129) e processos inflamatorias (130,131). Foi
demonstrado recentemente que a obesidade materna comprometeu a formacao da
barreira hematoencefalica no feto em desenvolvimento expondo potencialmente o
desenvolvimento do hipotalamo a niveis excessivamente elevados de fatores, como
a leptina, que pode alterar o desenvolvimento pos-natal desta regido (132). Dessa
forma, além do hipotalamo, a regido do NTS, que antes também era protegida pela
barreira hematoencefalica, agora poderia detectar os maiores niveis de ANG I
circulante observados durante a obesidade. Esses efeitos poderiam justificar as
alteracdes observadas na prole de maes alimentadas com dieta hiperlipidica
apresentadas nesse estudo.



35

1.6 Consideracoes finais

O presente estudo evidenciou que a dieta hiperlipidica provocou maior ingestéao
calérica, maior massa relativa dos tecidos adiposos ovariano, retroperitoneal e
mesentérico e aumento na concentragdo sérica de triacilglicerdis nas ratas que
foram alimentadas com essa dieta durante 6 semanas pré-grestacionais e durante o
periodo de gestacdo e lactacdo. A exposicdo prolongada a dieta hiperlipidica
durante uma fase critica do desenvolvimento da prole provocou aumento nas
concentragdes séricas de colesterol total e HDL e aumento na massa dos tecidos
adiposos epididimal, retroperitoneal e mesentérico. E de forma inédita o presente
estudo apresentou evidéncias de que a prole descendente de maes que foram
alimentadas com dieta hiperlipidica apresentarou alteracdes na atividade respiratoria
apos ativacdo do quimiorreflexo periférico e central e também apresentou alteracées
na atividade simpética ap0s ativagdo do reflexo do quimio e baro. Fortes evidéncias
encontradas na literatura sugerem que essas alteracbes sdo possivelmente
desencadeadas por um desequilibrio nos niveis séricos de leptina e por uma maior
ativacdo do SRA decorrente da obesidade, mas os mecanismos que levaram a
essas alteracdes nao foram avaliados no presente estudo e precisam ser melhores

investigados.
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Capitulo 2

Efeitos da ocitocina sobre a reatividade vascular e seu papel
nas respostas induzidas pela hipernatremia

2.1 Introducao

A homeostase é o equilibrio da composicdo do meio interno e envolve a
conservacdo da tonicidade dos compartimentos extra e intracelulares, além da
manutencdo da concentracdo dos outros elementos que compdem 0 organismo
(133). O volume extracelular é determinado pelo volume total do liquido extracelular
e a particdo deste volume entre os compartimentos vascular e intersticial. Alteracdes
da osmolaridade do compartimento extracelular podem alterar o metabolismo, o
volume e a funcédo celular afetando todos os tecidos perfundidos (134). Como
consequéncia, alteracbes agudas da osmolaridade podem induzir paralisia,
convulsdes, coma e até a morte (135). Desta forma, a regulacdo da osmolaridade e

do volume é fundamental para sobrevivéncia.

A manutencio da concentracdo de soédio (Na*) no plasma é o objetivo central
dos mecanismos homeostaticos, pois o sodio é o principal ion que determina a
osmolaridade e o volume extracelular e variagbes na sua concentragdo podem
causar um fluxo osmdético entre os compartimentos intra e extracelular e afetar a

concentracdo de outros componentes desse meio.

O sistema nervoso central (SNC) possui varios receptores periféricos e
centrais que podem detectar variacbes da composicdo do compartimento
extracelular e também do volume e da tonicidade. Uma vez detectada pelo SNC,
alteracbes na concentracdo plasmatica de so6dio ou no volume circulante
desencadeia um conjunto de respostas destinadas a corrigir esses desvios e
restabelecer as condi¢cbes fisiologicas. Todos o0s vertebrados mantem a
osmolaridade e o volume do compartimento extracelular por meio de ajustes

comportamentais e vegetativos.
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A regulacdo da ingestdo de agua e sodio através da inducdo da sede e
mudancas no apetite ao soédio sdo ajustes comportamentais recrutados durante
mudanc¢as na composicdo do meio extracelular e sdo essenciais para manutengao
da homeostase. Esse sistema € tdo eficiente que elevagcbes minimas da
osmolaridade plasmética (1 a 2%) ou reduc¢des (8 a 10%) no volume extracelular séo
suficientes para induzir o comportamento de ingestdo de agua (136,137). Outro
comportamento recrutado durante essas mudancgas na osmolaridade ou no volume
circulante é a inducédo do apetite ao sodio. Em mamiferos, diminuicées minimas na
concentracdo plasmética de sodio ja sdo estimulos fortes para induzir esse

comportamento (136,138).

Alteracdes no volume e/ou na composi¢cdo dos compartimentos extracelulares
evocam varias respostas autonémicas, cardiovasculares e hormonais que atuam em
conjunto para modular a excrecdo renal de agua e sodio. Os principais ajustes
vegetativos sdo: reducdo da atividade simpatica renal (20,139-142), vasodilatacédo
renal (21,22,142-146), inibicdo da secrecao de renina (147), secrecdo de peptideos
natriuréticos atriais (ANP) (148-150), secrecao de ocitocina (23,24,151,152),
natriurese (153-155) e diurese (135).

A vasodilatacdo renal é um fator importante na regulacdo da excrecdo de
sédio e 4gua, e € estimulada em resposta as variagdes agudas no volume do fluido
extracelular (21,145,156). Os mecanismos envolvidos na vasodilatagdo renal
induzida por um aumento no volume circulante, por exemplo, sdo complexos e

parecem envolver mecanismos hormonais e autonémicos.

Em relacéo as respostas autonémicas, a estimulacdo do nervo renal reduz a
excrecdo de sodio através da secrecdo de renina, da vasoconstricdo renal, e do
aumento da reabsorcao tubular de sodio (157). Varios estudos demonstram que a
sobrecarga aguda de sodio promove reducdo da atividade simpatica renal,
resultando em vasodilatacdo, reducdo da reabsorcdo de sodio e, consequente,
natriurese (20,139-141,158).

A liberacdo de ocitocina e peptideo natriurético atrial (ANP) estdo entre as
respostas hormonais e sdo estimuladas durante a hipernatremia. A ocitocina € um
peptideo que, apesar de ter sido descrito inicialmente devido ao seu papel nas

contracdes uterinas (159) e na ejecdo de leite (160), também tem véarias funcdes
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adicionais, muito relacionada com o comportamento social, cuidados de saude
materna, comportamento sexual, aprendizagem, memoéria (161,162) e regulacdo do
equilibrio de eletrdlitos (23,24,163-166). A secrecdo de OT € aumentada em
resposta a alteracbes na concentracdo plasmatica de sédio (167) e sua infusdo
promove o aumento do volume urinario (24,163), filtracdo glomerular (23,163), e
excrecdo urinaria de sodio (24,165,166,168). Estes efeitos sdo mediados pela
interacdo da ocitocina com seu receptor, um receptor acoplado a proteina-G e a
fosfolipase C através da Gagll (161).
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

Apesar do vasto conhecimento na area nenhum estudo avaliou a interagéo entre

a atividade simpatica renal e a secrecao de ocitocina sobre as respostas renais e

cardiovasculares induzidas pela sobrecarga de sodio. Por esta razdo, o presente

estudo avaliou o envolvimento da ocitocina e dos nervos renais nas respostas

cardiovasculares e renais induzidas pela hipernatremia aguda.

2.2.2 Objetivos especificos

Mais especificamente, procuramos:

Avaliar os efeitos da ocitocina sobre a resisténcia e tonus vascular renal.

Avaliar o efeito do blogueio dos receptores de ocitocina e de
vasopressina na vasodilatacdo e vasorelaxamento renal induzidos por
ocitocina.

Avaliar o efeito da infusdo de salina hipertbnica sobre a volemia e a
concentracdo de sddio plasmatico.

Avaliar o efeito do blogueio dos receptores de ocitocina e da
desnervacao renal nas respostas cardiovasculares induzidas pela infuséo
de salina hipertonica.

Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores de ocitocina e da
desnervacédo renal na excre¢do urinaria induzida pela infusdo de salina

hipertonica.
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2.3 Metodologia

2.3.1 Modelos experimentais

Todos os experimentos foram realizados em ratos machos adultos (250-350 Q)
da linhagem Wistar. Para os experimentos realizados na Universidade Federal de
Goids foram utilizados animais fornecidos pelo Biotério Central da UFG e os
protocolos realizados foram submetidos & aprovacéo da Comissdo de Etica no Uso
de Animais (processo: 034/12; ver em anexo). Para os experimentos realizados na
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) foram utilizados animais fornecidos
pelo Biotério Central da UNIFESP e os protocolos realizados foram aprovados pelo
comité de ética da UNIFESP (processo: CEP 0739/06). Todos os animais foram
mantidos em salas climatizadas (temperatura 22-24 °C) e tiveram acessos ad libitum

a agua e racao.

2.3.2 Anaélise molecular da expressdo do gene para receptor

de ocitocina na artéria renal

Os experimentos foram realizados em parceria com o0 Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFG. O RNA
total foi extraido a partir de dez artérias renais usando Trizol (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, EUA). O cloroférmio foi adicionado (1:5, v/v) e a fase aquosa foi
obtida depois da centrifugacédo (12000 x g, 15 min). O RNA foi precipitado com
isopropanol durante 15 min a temperatura ambiente, seguido pela centrifugacdo a
12000 x g durante 10 min. Os pellets foram ressuspensos em agua tratada com
DEPC a 0,1%, e o conteudo de RNA foi quantificado por espectrofotometria. Para a
transcricdo reversa, 2 ug de RNA total foram utilizados como um molde para
sintetizar cDNA. O RNA foi incubado com 1 ml oligo(dt) 15-20 (0,5 pmol, Fermentas -
Thermo Scientific, Vilnius, Lituania), e DEPC-agua para um volume final de 12 pL,
durante 5 min em 65 °C. Os seguintes reagentes foram adicionados em seguida,
para atingir um volume final de 20 pL: 4 puL de tampé&o RT (50 mM Tris-HCI, pH 8,3,
75 mM KCI, 3 mM MgCl,), 2 mL de 10 mM dNTP, 1 mL de inibidor de RNAase
RiboLock (20 U/mL) e 1 mL de RevertAid H Minus M-MuLV transcriptase reverse
(200 mL/mL, Fermentas — Thermo Scientific, Vilnius, Lituania). A mistura foi
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incubada durante 5 min a 25 °C, seguido por 60 min a 45 °C e a sintese de cDNA foi
realizada a 70 °C por 5 min.

O gRT-PCR foi utilizado para a analise da expressao génica em tecidos (Applied
Biosystems One step Plus Sistema de PCR, Foster City, CA, EUA). NoOs
padronizamos um método de gRT-PCR para analisar a expressao do gene para
receptor de ocitocina (OTR), utilizando B-actina como um gene constitutivo. Para o
OXTR foi utilizado com primer direto: 5-CGA TTG CTG GGC GGT CTT CA-3 e,
como um primer reverse: 5-CCG CCG CTG CCG TCT TGA G-3, resultando em um
produto de PCR de 161 pb. Para (-actina, foi utilizado como primer direto: 5-AGA
GGG AAA TCG TGC GTG AC-3 e, como um primer reverse: 5-CAA TAG TGA TGA
CCT GGC CGT-3, resultando em produto de PCR de 138 pb. Para amplificacdo de
gRT-PCR, 2 pL do conjunto de cDNA resultante a partir da reacdo anterior foram
utilizado numa reagédo de PCR contendo tampao Maxima SYBR Green / ROX Master
Mix gRT-PCR (2X) (Fermentas - Thermo Scientific, Vilnius, Lituania), 0,15 mM de
cada iniciador e 4gua produziu um volume final de 25 pL. Condicbes gerais de gqRT-
PCR foram: desnaturacéo inicial a 95 °C durante 10 min, seguido por 40 ciclos a 95
°C durante 15 s, anelamento a 60 °C durante 1 min, extensdo a 72 °C durante 20 s.
A amplificac@o foi completada com um passo adicional de extenséo final a 72 °C
durante 5 min. A andlise da curva de melting foi realizada subsequente a
amplificacdo da sequéncia alvo. O programa de analise da curva de melting estava a
95 °C durante 5 s, 65 °C por 20 s, com uma taxa de transicdo 20 °C/s e, em seguida

aumentando a 98 °C em 0.2 °C/s.

2.3.3 Efeito da ocitocina na resisténcia vascular renal

Para a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, os animais foram
anestesiados inicialmente com halotano (2% em O, 100%; Tanohalo; Cristalia,
Itapira, SP, Brasil) e cateteres foram inseridos na artéria e veia femoral direita. Um
outro cateter foi inserido na veia jugular direita até se aproximar do atrio direito.
Posteriormente o Halotano foi substituida pelo tiopental sédico (40 mg/kg, i.v.;
Cristalia Ltda, Itapira, SP, Brasil). Foi realizada a traqueostomia, para a implantacao
de uma céanula na traqueia do animal com o objetivo de diminuir o esforco

respiratorio.
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Em seguida, os animais foram colocados em decubito ventral em um aparelho
estereotéxico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, EUA) e o dorso foi aberto,
expondo o rim esquerdo. Uma sonda em miniatura (probe 1RB, Transonic Systems,
Inc., Ithaca, NY, EUA) foi implantada ao redor da artéria renal esquerda para o
registro do fluxo sanguineo renal (FSR). A pressao arterial pulsétil (PAP) foi obtida
conectando a canula arterial a um transdutor de pressao (MLT0380, ADInstruments,
Bella Vista, Australia) acoplado a um amplificador (Bridge Amp, ML221,
ADInstruments, Bella Vista, Australia). Os dados foram digitalizados em uma
frequéncia de 1000 amostras s™ utilizando um conversor analégico digital (PowerLab
4/25, ML845, ADInstruments, Bella Vista, Australia) e registrados em um computador
por meio do software LabChart 7 (ADInstruments, Bella Vista, Australia). A PAM foi
calculada a partir da integral do sinal da PAP (PowerLab 4/25, ML845,
ADInstruments, Bella Vista, Australia) e por meio do software LabChart 7
(ADInstruments, Bella Vista, Austrélia). A frequéncia cardiaca foi calculada como

frequéncia instantanea a partir do sinal de PAP.

O FSR foi registrado por fluxometria de tempo de transito como descrito por
(169). Para isso, a sonda em miniatura foi conectada a um fluxdmetro T206
(Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA), que permitiu determinar o fluxo em
valores absolutos (mL/min). Os sinais obtidos foram enviados ao sistema de
aguisicao e analise de dados (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments, Bella Vista,
Austrélia). Os dados foram digitalizados em uma frequéncia de 1000 amostras . s™.
As variagdes do FSR foram calculadas como a raz&o percentual em relacao ao valor
basal (%FSR), de acordo com a féormula:

%FSR = | ESRfinal - FSRpasal |+ 100

FS Rbasal

A Condutancia Vascular Renal (CVR) foi obtida pela razdo entre o FSR e
PAM. As variagdes da CVR foram calculadas como variagcdo percentual em relagéo

ao valor basal (%CVR), utilizando-se as seguintes férmulas:

%CVR = CVRfina| = CVRbasa| " 100

CVRbasaI
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Durante todo o experimento, a temperatura corporal foi mantida entre 36 e 37

°C com o auxilio de uma mesa térmica.

Doses crescentes de ocitocina (0,008; 0,016 e 0,03 pg/kg, i.v) foram
administradas aos animais. Posteriormente, em outro grupo de animais foi
administrado o antagonista de vasopressina (VP) (Composto de Manning — 10 pg/kg,
i.v; em 0,1 mL) seguidos por doses crescentes de ocitocina (0,008; 0,016 e 0,03
ug/kg, i.v). Em ratos adicionais, o antagonista de OTR, Atosiban, foi infundido
durante 1 h, com inicio em 30 min antes da infusdo das doses crescentes de
ocitocina. A quantidade total de Atosiban infundido foi 40 pg/kg, i.v.em um volume de
3 mL/kg. Nos ratos do grupo controle, o mesmo volume de soro fisiolégico (NaCl
0,15M) foi infundido.

2.3.4 Efeito da ocitocina em anéis de artéria renal

Os ratos foram anestesiados e em seguida decapitados com uma guilhotina. A
artéria renal foi limpa, removendo toda a gordura aderida e tecido conjuntivo e foi
segmentada em anéis de 2 mm de comprimento. Os anéis das artérias renais foram
montados sob tensdo de repouso de 1,5 g em ganchos de aco inoxidavel, aquecidos
(37 °C) e oxigenados (95% de O, e 5% de CO;) em banhos de 6érgdos contendo
10,0 ml de uma solucdo de Krebs-Henseleit modificada (pH 7,4; composi¢cdo em
mM/L: NaCl=130; NaHCO3;=14,9; KCI=4,7; KH,P0,=1,18; MgSO,*7H,0=1,17;
CaCl,*2H,0=1,6 a glicose=5,5) e equilibrados durante 60 min. As mudancas na
tensdo basal foram registradas por transdutores isométricos conectados a um
sistema de aquisicdo de dados (AVS Projetos, Sado Carlos, Brasil). Durante este
periodo, a tensdo foi ajustada periodicamente para o nivel desejado e a solugcéo de

Krebs-Henseleit foi trocado a cada 15 min.

Anéis da artéria renal isentos de endotélio foram pré-contraidos com fenilefrina (1
umol/L). Quando as respostas contrateis a fenilefrina atingiram um patamar
(geralmente apdés 15 min) as concentracdes cumulativas de ocitocina (0,3 a 3
pmol/L) foram adicionadas para avaliar os seus efeitos vasculares. Em experimentos
adicionais o vasorelaxamento induzido pela ocitocina (1 uM) foi avaliado na auséncia
ou na presenca do antagonista de receptores de ocitocina (OTR) (Atosiban — 1 mM)

ou do antagonista de receptores de vasopressina V1 (Composto de Manning — 0,1
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uM). O endotélio foi testado em cada recipiente por meio da observacao da resposta
de relaxamento a acetilcolina (10 pmol/L), apos pré-contracdo com fenilefrina (1
pumol/L). A auséncia de efeitos vasorelaxantes induzidos pela acetilcolina foi tomada

como evidéncia de que os anéis arteriais foram efetivamente isentos de endotélio.

2.35 Efeito do antagonista de receptores de ocitocina e
desnervacao renal nas respostas cardiovasculares e

renais induzidas pela infusdo de salina hiperténica

Os experimentos foram realizados no Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Parte destes resultados foram
apresentados na tese de doutorado de Gustavo Rodrigues Pedrino em 2009 e
publicados de forma conjunta aos demais dados apresentados nessa tese.

Os animais foram anestesiados e divididos em quatro grupos: 1. grupo controle;
2. grupo submetido a administragéo intravenosa do antagonista de ocitocina (AT); 3.
grupo submetido a desnervacdo renal bilateral (RX) e 4. grupo submetido a
administracdo do antagonista de ocitocina e a desnervacao renal bilateral (RX + AT).
Os animais foram equipados com canulas na veia e artéria femoral direita e uma
sonda de fluxo foi inserida em torno da artéria renal, como descrito anteriormente. A
bexiga foi cateterizada através de uma incisdo suprapubica para a coleta de urina.
Cerca de 60 min depois, a salina hipertdnica (NaCl 3 M; 1,8 mL/kg, i.v.) foi infundida
ao longo de 60 s. Em alguns ratos (AT), o antagonista seletivo de OTR [Mpal, D-
Try(Et)2, Thr4, Orn8] - OT (Atosiban, Ferring, Suécia) foi infundido durante 1 h, 30
min antes da infusdo de salina hipertdnica. A quantidade total de Atosiban infundido
foi 40 pg/kg, i.v.em um volume de 3 mL/kg. Essa dose mostrou-se eficiente para o
bloqueio natriurético da ocitocina anteriormente em outros estudos e nao interferiu
em receptores de vasopressina (165). Em outro grupo de ratos (RX), a inervacéo do
rim direito e esquerdo foi removido cirurgicamente, como previamente descrito
(20,170). Resumidamente a artéria renal esquerda foi exposta e todos os nervos
visiveis foram seccionados com o auxilio de um microscopio cirdrgico (aumento de
40 vezes). Posteriormente foi aplicada topicamente uma solucdo de fenol 10%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em alcool absoluto (LabSynth, Diadema, SP,

Brasil). No outro grupo de ratos (RX + AT), a inervacgéo do rim esquerdo e direito foi
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removido e os animais foram submetidos a infusdo de Atosiban 60 min apds a
desnervacdo renal. Nos ratos controle, a artéria renal foi dissecada e 0s nervos
renais foram visualizados e mantidos intactos. Estes ratos receberam o mesmo

volume (3 mL/kg) de solucéo salina (NaCl 0,15 M).

Amostras de sangue (0,20 mL de cada) foram retiradas através da canula arterial
10 min antes e 10, 30, 60 e 90 min apods infusdo de solucdo salina hipertdnica. A
amostra foi substituida por um volume igual de salina estéril (0,15 M de NaCl). A
concentracdo de hemoglobina no sangue, para determinagédo da de alteragbes na
volémia, foi medida imediatamente com um kit da Sigma (Reagente Drabkin, kit
525). O resto da amostra foi centrifugada durante 5 min a 6000 g. O plasma foi
coletado e armazenado a -20 °C. A concentracdo de sodio na urina e no plasma foi
medida com um fotdmetro de chama (modelo DM6, Digimed, S&o Paulo, Brasil). A
quantidade de sodio na urina foi determinada pela razéo entre o volume urinario e a
concentracdo de sédio. O balanco de sodio foi calculado como a diferenca entre a

guantidade infundida e a quantidade excretada.

2.3.6 Analise molecular do peptideo natriurético atrial no

coracgao

Os experimentos foram realizados em parceria com o Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFG. Os
ratos foram sacrificados, o musculo cardiaco foi cortado em pequenas pecas e
congelado em nitrogénio liquido. Os tecidos foram macerados através de uma
mistura com esferas de vidro. A analise gRT-PCR foi efetuada em triplicata a partir
de um conjunto de cDNA de cada tratamento. Para o precursor do peptideo
natriurético A (ANP), foi utilizado como primer direto: 5-GGA TTT CAA GAA CCT
GCT AGA-3, e como primer reverse: 5-GCT TCA TCG TGC GTC TCG C-3,
resultando em um produto de PCR de 96 pb. Para GAPDH, foi utilizado como primer
direto: 5-GTC GGT GTG AAC GGA TTT G-3, e como primer reverse: 5-CCG CCG
CCG CTG TCT TGA G-3, com um produto de PCR de 150 pb. Todos os iniciadores
foram especificos para Rattus norvegicus. Os dados foram normalizados utilizando o
gene constitutivo GAPDH como controle endégeno, amplificado em cada conjunto

de gRTPCR. As curvas foram geradas por diluicdo da solucdo de cDNA 1:5. Os
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niveis de expressédo relativa de genes de interesse foram calculados usando o

meétodo da curva padrao para a quantificacdo relativa (Bookout et al., 2006).

2.3.7 Anédlise dos dados

Os resultados foram apresentados como médias + E.P.M. Os valores basais das
respostas cardiovasculares e os efeitos da infusdo de ocitocina e dos antagonistas
de OTR e de vasopressina foram analisados por ANOVA de uma via com pés-teste
de Bonferroni. Os efeitos da infusdo de salina hipertdnica sobre os parametros
renais e cardiovasculares foram analisados por ANOVA de duas vias com pos-teste
LSD de Fisher. A expressdo génica de ANP foi expressa como média + desvio
padrdo das triplicatas dos experimentos independentes e analisados por teste t de
Student. A EC50 para o efeito da ocitocina no relaxamento vascular foi obtida por
meio de regressao linear do relaxamento vascular e o log da concentracdo de
ocitocina foi obtida utilizando o GraphPad Prism software estatistico versdo 6.03
para Windows (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).
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2.4 Resultados

2.4.1 Expressado do gene para receptor de ocitocina na artéria

renal

A andlise de gRT-PCR indicaram que o gene OTR foi expresso na artéria renal
(n=10 artérias feita a partir de 5 ratos; Figura 13). Estes resultados demonstraram
gue o gene OTR foi expresso como o gene constitutivo (B-actina). O valor Ct foi de
32,01 £ 2,1 para receptor de ocitocina e 22,08 + 1,3 para B-actina. As curvas de
fus@o confirmaram a expresséo especifica do gene OTR nas artérias renais (Figura

13). Como controle, foi utilizada a expressdo do gene da B-actina (Figura 13).

Gene OTR Gene B-actina
Tm: 84.11 Tm: 82.22
6.0
4.0
)
e 50
S
)
T 3.0
o 40
o
@
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©
2>
S 20
(&)
1.0
1.0
65 70 75 80 85 00 65 70 75 80 85 90
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Figura 13: Curva de melting mostrando a expresséo génica especifica do OTR nas artérias renais de

ratos apds analise de qRT-PCR. Foi utilizada a expressao génica da p-actina como controle.

2.4.2 Efeito da ocitocina na resisténcia vascular renal e em

anéis de artérias renais
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Experimentos in vivo demonstraram que a infusdo intravenosa de ocitocina (8, 16
ou 30 ng/kg, i.v.) em ratos anestesiadas (n=6) ndo alterou a pressao arterial média
(PAM: 0 £0,9; 0 = 1; -1 + 0,6 mmHg, respectivamente; Figura 14A). Todas as trés
doses de ocitocina aumentaram o fluxo sanguineo renal (FSR: 6 + 0,5; 9 + 0,5; 8 £
0,8%, respectivamente; Figura 14A) e a condutancia vascular renal (CVR: 6 +1; 9 *
1,1; 10 + 0,6%, respectivamente; Figuras 14A e B). A vasodilatacao renal iniciou-se
imediatamente apds a infusdo e ndo durou mais do que 30 s. Experimentos ex vivo
mostraram que a ocitocina produziu um relaxamento dependente da concentracéo
nos anéis de artéria renal [Concentracdo que promove 50% do efeito méximo
(EC50) = 0,91 + 0,07 pumol/L; Figuras 15A e B; n=6 anéis a partir de 5 ratos] pré-
contraidos com 1 pmol/L de fenilefrina, sugerindo um efeito direto da ocitocina na

artéria renal.
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Figura 14: A. Tracado tipico das alteracdes nos parametros cardiovasculares induzidos por injecédo
intravenosa de veiculo (0,1 mL de NaCl 0,15 M) e ocitocina (0,008; 0,016 e 0,03 mg/kg, i.v.) em ratos
anestesiados. B. Efeito da infuséo de ocitocina ou do veiculo na condutancia vascular renal (RVC) em
ratos anestesiados (n=6). A linha tracejada indica a injecao de ocitocina. PA = pressao arterial, PAM =
presséo arterial média, FSR = fluxo sanguineo renal, CVR = condutancia vascular renal. * p< 0,05 em

relagdo ao veiculo.
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tracejada indica 0 momento de inducao pela ocitocina
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2.4.3 Efeito do bloqueio dos receptores de ocitocina e de
vasopressina na vasodilatacao renal e relaxamento

vascular induzida pela ocitocina

Experimentos in vivo demonstraram que o antagonista OTR, Atosiban, reduziu a
vasodilatacao renal induzida por OT nas trés doses (8, 16 ou 30 ng/kg, i.v.) (CVR: 3
+0,3;4 +0,3; 4 + 0,3 %, respectivamente; Figuras 16A e B, n=6), ao passo que o
antagonista V1, composto Manning, nédo afetou a vasodilatacdo renal induzida por
OT (CVR: 7 £ 1; 8 £0,7; 12 £ 1,7 %, respectivamente; Figuras 16C e D, n=6).
Experimentos ex vivo demostraram que o vasorelaxamento induzido por OT (1 pM)
foi significativamente reduzida na presenca do antagonista OTR, Atosiban (1 mM;
Figuras 17A e C). O antagonista de vasopressina V1, Manning Composto (0,1 uM)
nao reduziu o relaxamento dos vasos induzido por OT (Figura 17B e D), sugerindo
um efeito direto da OT em seus receptores (OTR) na artéria renal.
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Figura 16: Tracgado tipico mostrando as altera¢Bes nos parametros cardiovasculares induzidas pela

infusdo intravenosa de ocitocina (OT - 0,03 mg/kg, i.v.; em 0,1 mL) antes e ap6s administracao do

antagonista de OT (Atosiban; 40 mg/kg, i.v.; A) ou antagonista de VP (Composto de Manning; 10

mg/kg, i.v.; C). Efeitos da infusdo de veiculo ou OT (0,008; 0,016 e 0,03 mg/kg, i.v.) antes e apés a

administracdo do antagonista de OT (B) e do antagonista de VP (D) sobre a condutancia vascular

renal (RVC; n=6). Os resultados sdo expressos como a média + E.P.M. A linha pontilhada indica a

infusdo de OT. PA = presséo arterial, PAM = presséo arterial média, FSR = fluxo sanguineo renal e

CVR = condutancia vascular renal. *Diferente do veiculo (NaCl 0,15 M). 1 Diferente da OT. Ambos p<

0,05.
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Figura 17: Tracado tipico mostrando o efeito do antagonista de OTR (A) e do antagonista do receptor
de VP (B) sobre a relaxamento induzido pela OT (1 uM) em anéis de artéria renal. Efeitos do pré-
tratamento com antagonista de OT (C) e antagonista de VP (D) sobre o vasorelaxamento renal
induzido por OT. t Diferente da OT, p< 0,05.
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2.4.4 Efeito da infusdo de solucdo salina hipertbnica na

concentracdo de sodio plasmatico e volemia.

Em ratos controle a infusédo intravenosa de salina hiperténica (SH) provocou um
aumento sustentado (>60 min) da concentracdo plasmatica de sodio (147 *1
mmols/L; Figura 18A). Em AT e RX + AT, a concentracdo plasmatica de sodio
permaneceu significativamente maior do que em ratos controle (148 + 0,5 e 149 +
0,9 mmols/L, respectivamente; Figura 18A). Em ratos controle, a infusdo de SH nao
alterou a concentracdo de hemoglobina no sangue (99,2 + 0,6 %, Figura 18B). O
mesmo efeito aconteceu nos demais grupos (AT: 99 = 0,5 %; RX: 99,1 £ 0,6 % e RX
+ AT: 99,3 £ 0,2 %), na qual a infusédo de salina hipertdnica ndo alterou os niveis de

hemoglobina no sangue (Figura 18B) indicando nenhuma alteracdo da volemia.
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Figura 18: Efeitos do tratamento com antagonista de OTR (Atosiban; AT), desnervacao renal (RX) e
a combinacgéo de Atosiban com a desnervacgédo renal (RX + AT), nas mudancas na concentragdo de
sédio plasmatico (A) e hemoglobina no sangue (B) induzida pela infusdo de SH (NaCl 3 M, 1,8 ml/kg,
i.v.). As barras pretas indicam o momento da infusdo de SH. *Diferente do basal. 1 Diferente do grupo

controle, p< 0,05.

2.4.5 Efeitos do bloqueio dos receptores de ocitocina e da
desnervacao renal sobre as respostas cardiovasculares

induzidas pela infusao de salina hipertdnica

Os valores basais das respostas cardiovasculares estdo representados na
Tabela 3. Essas variaveis foram semelhantes nos ratos controle e nos ratos
submetidos ao pré-tratamento com antagonista OTR (Atosiban; AT), desnervacao
renal (RX) e desnervagdo renal com pré-tratamento com Atosiban (RX + AT). Em
ratos controle (n=6), a infusdo de SH causou um ligeiro aumento da PAM (11 = 3
mm Hg em relacdo ao basal; Figura 19A) sem alterar o ritmo cardiaco (FC: -6 = 16
bpm em relagdo ao basal, 10 minutos apds a infusdo; Figura 19B). Dez minutos
apos a infusdo de SH, o FSR e RVC aumentaram, e permaneceram elevados
mesmo apos 60 min de experimento (162 £ 10% e 158 = 14% em relacdo ao basal,
respectivamente; Figura 19C-D). Em ratos AT (n=7), as alteracbes na PAM e FC
foram semelhantes aos observados nos ratos controle (9 £ 3 mmHg e -13 £ 10, em
relacdo ao basal, respectivamente; Figuras 19A-B), porém, os aumentos no FSR e
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na RVC foram mais reduzidos (118 + 6% e 118 + 4% em relacdo ao basal,
respectivamente; Figuras 19C-D). Em ratos RX (n=6), a infusdo de SH n&o alterou a
FC (6 £ 8,5 bpm, 20 minutos apos infusdo, em relagdo ao basal), aumentou a PAM
(14 = 2,1 bpm, 20 minutos apds infusdo, em relacdo ao basal) e a vasodilatacéao
renal foi abolida (119 + 4,3 %, 20 minutos apds infusdo, em relacdo ao basal; Figura
19). A combinacdo de atosiban e desnervacdo renal (Ratos RX + AT, n=7)
potencializou a resposta pressora (19 £+ 6 mmHg, 20 minutos apés infusdo, em
relacdo ao basal; Figura 19A) e suprimiu a vasodilatacédo renal induzida pela infusédo

de HS (99 £ 5,6 %, 20 minutos apds infusdo, em relagdo ao basal Figura 19C-D).

Tabela 3. Valores basais da presséo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo
sanguineo renal (FSR) e conduténcia vascular renal (CVR) dos animais dos grupos atosiban

(AT), com desnervagéao renal (RX), pré-tratados com atosiban e denervacao renal (RX + AT)

e controle.
Grupo n PAM FC FSR CVR

mmHg Bpm ml . min* mmHg . (ml . min)*
Controle 6 115+ 2 340 + 15 3,6+0,8 0,029 + 0,004
AT 7 1135 367 £12 45+0,7 0,0385 + 0,006
RX 6 115+ 3 359 + 10 35+0,7 0,031+ 0,007
RX + AT 7 110+ 7 354 £ 10 3,0+0,9 0,021+ 0,003

Os valores estédo expressos em média + E.P.M.
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Figura 19: Efeitos do tratamento com antagonista de OTR (Atosiban; AT), desnervacéo renal (RX) e
a combinacdo de Atosiban com a desnervacgdo renal (RX + AT), nas mudancas cardiovasculares
induzidas pela infusdo de SH (NaCl 3 M, 1,8 mL/kg, i.v.). A) pressdo arterial média (PAM). B)
frequéncia cardiaca (FC). C) Fluxo sanguineo renal (FSR). D) condutancia vascular renal (CVR). As
barras pretas indicam o momento da infusdo de SH. As barras vermelhas indicam o periodo de
infusdo do antagonista de OTR ou solucéo salina (0,15 M de NaCl; Gupos Controle e Rx). * Diferente

do basal; T Diferente do controle. $ Diferente do Atosiban. # Diferente do RX, p<0,05.
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2.4.6 Efeitos do bloqueio dos receptores de ocitocina e da
desnervacao renal sobre a excrecdo urinaria induzida

pelainfusdo de salina hipertdonica

Os valores basais das respostas renais estdo representados na Tabela 6. A
infusdo de SH promoveu aumentos mantidos do fluxo urinario com pico aos 10
minutos (3,5 = 0,54 mL/h, n=6; Figura 20A). A diurese provocada pela SH foi
reduzida pelo Atosiban (2 + 0,2 mL/h, n=7; Figura 20A) e pela desnervagéo renal
(2,0 £ 0,14 mL/h, n=6; Figura 20A), e foi reduzida ainda mais no grupo com
desnervacéo renal + Atosiban (1,25 + 0,16 mL/h, n=7; Figura 20A). A concentracéo
urinaria de sodio aumentou tanto no grupo controle (119,3 + 5,8 mmols/L) quanto
nos demais grupos apoés a infusdo de SH. O aumento da concentragdo de sodio
urinério apés sobrecarga de sédio foi mais elevado no grupo AT e RX (132,4 + 4,8 e
131,5 £ 2,9 mmols/L; Figura 20B), sendo reduzido no grupo RX + AT (91,6 + 8,3
mmols/L; Figura 20B). Atosiban e desnervacdo renal ligeiramente reduziu a
guantidade de sodio (0,58 + 0,1 e 0,46 + 0,04 mmols) enquanto que a desnervagao
juntamente com Atosiban reduziu ainda mais a quantidade de sdédio (0,2 + 0,04
mmols; Figura 20C). Como consequéncia, os ratos sham excretaram 51% do sédio
injetado dentro de 90 min, os ratos AT excretaram 42%, o0s ratos RX excretaram

42%, e os ratos RX + AT excretaram apenas 16% da carga de sodio (Figura 20D).

Tabela 4. Valores basais do fluxo urinario (FU), concentracdo de sédio ([Na']), cumulativa
urinéria de sodio (C[Na']), e balango de sddio (BNa") dos animais dos grupos atosiban (AT),

com desnervacdo renal (RX), pré-tratados com atosiban e denervacdo renal (RX + AT) e

controle.

Grupo FU [Na'] C[Na"] BNa*
ml . h* mmols . L™ Mmols mmols

Controle 0,21 £ 0,02 53424 0,01£0,0 1,66 £ 0,04

AT 0,25 = 0,07 51,1+£9,1 0,01+0,0 1,71 £ 0,04

RX 0,18 £ 0,02 54,0+ 3,3 0,03+0,0 1,68 £ 0,03

RX + AT 0,23 £ 0,01 54,0+ 0,8 0,03+0,0 1,61 = 0,05

Os valores estao expressos em média = E.P.M.
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Figura 20: Efeitos do tratamento com antagonista de OTR (Atosiban; AT), desnervacéo renal (RX) e
a combinacdo de Atosiban com a desnervacéo renal (RX + AT), nas mudancas urinarias induzidas
pela infusdo de SH (NaCl 3 M, 1,8 ml/kg, i.v.). A) Fluxo urinario. B) Concentracdo de sédio. C)
Cumulativa urinéria de sédio. D) Balanco de sodio. As barras pretas indicam o momento da infuséo
de SH. As barras vermelhas indicam o periodo de infusdo do antagonista de OTR ou solucdo salina
(0,15 M de NaCl; Gupos Controle e Rx). *Diferente do basal. 1 Diferente do controle. $ Diferente do
Atosiban. # Diferente do RX, p<0,05.

2.4.7 Efeito do antagonista de receptores de ocitocina na
expressédo de RNAm para ANP cardiaco

O efeito do antagonista de OTR, Atosiban, na expressdao do gene de ANP

cardiaco foi medido por qRT-PCR. Foi observado que o pré-tratamento com
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antagonista de OTR reduz a expressdo génica cardiaca para ANP em ratos

submetidos a infusédo de SH (Figura 21).

2.0

1.5

1.0

0.5

Expressao relativa

0.0

SH Atosiban + SH

Figura 21: Efeito do bloqueio de OTR (Atosiban) sobre a expressdo do RNAmM do peptideo
natriurético atrial (ANP) em corac¢éo de ratos submetidos a infusdo de SH (3 M de NaCl, 1,8 mL/kg,
i.v. Os niveis de RNAm para ANP foram avaliadas através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) quantitativa em tempo real. Os resultados sdo apresentados como média + desvio

padrao das triplicatas dos experimentos independentes. T Diferente do controle, p< 0,05.
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2.5 Discussao

Estudos prévios indicam que a administracdo intravenosa de OT aumenta o
volume urindrio (24,163), a filtracdo glomerular (23,163), e excrecdo urinaria de
sédio (165,166,168). No entanto, os efeitos diretos desse hormonio na reatividade
vascular e sua participacdo nos mecanismos regulatorios ativados por um aumento
na concentracdo de sodio no plasma ainda ndo haviam sido elucidado. O presente
estudo evidenciou que: i) o gene para receptores de ocitocina € expresso nas
artérias renais; ii) a administracdo de ocitocina promove o relaxamento da artéria
renal, in vivo e ex vivo; iii) o bloqueio dos receptores de ocitocina e ndo os de
vasopressina reduz o relaxamento da artéria renal, in vivo e ex vivo induzida pela
ocitocina; iv) o bloqueio dos receptores de ocitocina e a desnervacgao renal reduz a
vasodilatacao renal e a natriurese induzida pela sobrecarga de sodio aguda; v) a
combinacgado do antagonista de receptores de ocitocina e a desnervacéao renal abole
completamente a vasodilatacdo renal e reduz de forma mais acentuada a natriurese
induzida pela hipernatremia; e vi) a expressao do gene para ANP cardiaco induzido
pela infusdo de SH esta diminuida na presenca do antagonista de receptores de
ocitocina. Em conjunto, estes dados demonstram que a vasodilatacdo renal e
natriurese induzida pela sobrecarga de sd6dio é mediada pela acdo combinada da

ocitocina e dos nervos renais.

As alteracBes da osmolaridade do compartimento extracelular afetam todos os
tecidos perfundidos e pode alterar o volume e metabolismo celular (134). Alteracdes
agudas da osmolaridade podem induzir convulsbes, paralisia, coma e morte
(135,171). Assim, a regulacdo precisa da pressdao osmotica e, por conseguinte, o
volume intracelular é crucial para a sobrevivéncia. Perturbagfes nestes mecanismos
de regulacao tém sido associados com a patofisiologia de doencas cardiovasculares,
particularmente a hipertensdo (17,19,172), e doencas relacionadas com a retencao

de sédio renal, como a cirrose e insuficiéncia cardiaca.

O presente estudo demonstrou que a ocitocina induziu um relaxamento dose-
dependente em artérias renais tanto in vivo como ex vivo. Os complexos
mecanismos envolvidos na génese e manutencédo da vasodilatagdo renal induzida
por aumento na concentracdo de sodio plasmatico sdo pouco compreendidos e

parecem envolver mecanismos humorais e autonémicos (20,145,156,173,174). Os
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resultados ex vivo apresentados nesse trabalho demonstraram que a ocitocina pode
atuar sobre receptores de ocitocina na vasculatura renal para promover a
vasodilatacdo. Evidéncias experimentais tém evidénciado que a hipernatremia induz
a secrecao de ocitocina (167,175). Os presentes dados mostraram que o bloqueio
dos receptores de ocitocina aboliu a vasodilatagdo e reduziu a natriurese induzida
pela sobrecarga de sédio. Juntos, estes resultados indicam que a ocitocina esta
envolvida nas respostas cardiovasculares e renais, ao aumento na concentracao de
sbédio plasmatico. Até o presente momento, ndo ha outras evidéncias de que a
ocitocina medeia a vasodilatagdo renal induzida por hipernatremia. Embora a
administragao de salina hipertonica na dose e concentragao utilizadas no presente
estudo tenha aumentado a concentracdo plasmatica de sédio, ela néo foi capaz de
alterar significativamente a concentracdo de hemoglobina no sangue, sugerindo que
ndo houve alteracbes na volemia. Isto é consistente com estudos anteriores
utilizando o mesmo protocolo (22,145,158,173). Portanto, € provavel que os ajustes
cardiovasculares e renais induzidos pela infusdo de SH foram devidos a um

aumento da concentracao de soédio e ndo pela expanséo de volume.

Tem sido proposto que a natriurese e vasodilatacao renal induzida pela ocitocina
sao efeitos consequentes da estimulacéo dos receptores de ocitocina cardiacos que
consequentemente estimulam a liberacdo de ANP (24,164,166,176). No presente
estudo demonstrou-se que um antagonista dos receptores de ocitocina reduziu a
expressao génica para ANP cardiaco induzida por infusdo de SH. Os resultados aqui
apresentados sao consistentes com estudos realizados por Haanwinckel e
colaboradores em 1995 (24) que demonstraram que a administracao intraperitoneal
ou intravenosa de ocitocina provoca um aumento na concentracdo plasmatica de
ANP. Além disso, Gutkowska e colaboradores em 1997 (176) demonstraram que
receptores de ocitocina eram funcionais e importantes para a secregcéo de ANP, pois
0 seu bloqueio reduziu a liberacdo de ANP induzida pela administracdo de ocitocina.
Uma vez na circulacdo, o ANP pode estimula a vasodilatacdo renal e natriurese
(170). Também demonstrou-se que a ocitocina pode atuar diretamente sobre as
artérias renais causando seu relaxamento. No geral, estes resultados sugerem gue a
ocitocina pode atuar tanto de forma direta como indireta (através de ANP) para

promover a vasodilatac&o renal.
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Mecanismos neurais também regulam a excre¢do de sédio. A estimulacdo do
nervo renal promove a secre¢do de renina, vasoconstricdo renal, e reabsorcao
tubular de sodio (157), reduzindo as perdas renais de soédio. A hipernatremia
plasmatica inibe a atividade simpatica renal, estimulando a excrecdo de sodio
(139,141). Um estudo anterior do nosso laboratorio (20) tem demostrado que a
desnervacédo renal reduz a vasodilatacdo renal induzida pela sobrecarga de soédio,
sugerindo que esta vasodilatacdo € em parte uma consequéncia da simpatoinibicao
renal. Além disso, no presente estudo, evidenciou-se que a combinacdo de
desnervacdo renal e bloqueio dos receptores de ocitocina abole a vasodilatacéo
renal e reduz natriurese. Em conjunto, estes resultados sugerem um efeito aditivo da
secrecdo de ocitocina e nervos renais com a natriurese e vasodilatacdo renal

induzida pela sobrecarga de saodio.

Os resultados apresentados no presente estudo também evidenciaram que a
resposta hipertensora a hipernatremia € maior em ratos submetidos a desnervacéao
renal e/ou ao bloqueio dos receptores de ocitocina. Em varios estudos onde a
vasodilatacao renal induzida pela hipernatremia foi abolida, foi identificada uma
resposta hipertensora potencializada tanto na magnitude, quanto na duracdo (141)
(22,145,146). Anteriormente foi proposto que a hipernatremia inicialmente
estimulava a secrecdo de peptideos vasoativos (ANP e OT) e reduzia a atividade
simpética renal. Este mecanismo proporcionam uma reducdo da resisténcia vascular
renal e reabsorcdo de sédio, que culminam na excrecdo sodio. Se este mecanismo
inicial ativado para corrigir a hipernatremia falhar, ocorre um aumento generalizado
da atividade simpatica que resulta em hipertensao arterial, levando a um aumento na
pressdo de perfusdo renal, taxa de filtracdo glomerular e, consequente, natriurese
(177). Baseando-se nessas evidéncias, o aumento da resposta pressora a
hipernatremia observada em animais sujeitos a desnervacao renal com bloqueio dos
receptores de ocitocina pode ser devido a ineficacia do mecanismo inicial,
resultando em um aumento generalizado na atividade simpatica e consequente
hipertensdo. E valido ressaltar, no entanto, que os resultados também indicam que
este mecanismo de elevacéo da pressao arterial ndo foi eficiente para a excrecao de
soédio, uma vez que apenas 16% da carga de sodio foram excretadas durante os
préximos 90 min em ratos sujeitos a desnervacao renal com bloqueio dos receptores

de ocitocina.
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2.6 Consideracoes finais

O presente estudo evidenciou que a administracdo de ocitocina promove o
relaxamento da artéria renal, in vivo e ex vivo e que o bloqueio dos receptores de
ocitocina e ndo os de vasopressina reduz o relaxamento da artéria renal induzida
pela ocitocina. Foi evidenciado também que o bloqueio dos receptores de ocitocina e
a desnervacao renal reduz a vasodilatacdo renal e a natriurese induzida pela
sobrecarga de sodio aguda e que a combinacdo do antagonista de receptores de
ocitocina e a desnervacao renal abole completamente a vasodilatagéo renal e reduz
de forma mais acentuada a natriurese induzida pela hipernatremia. Em conjunto,
estes dados demonstram que a vasodilatacdo renal e natriurese induzida pela
sobrecarga de sédio sdo mediadas pela acdo combinada da ocitocina e dos nervos

renais.
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Conclusao

No presente estudo evidenciou-se de forma inédita que a exposi¢ao prolongada
a dieta hiperlipidica durante uma fase critica do desenvolvimento da prole altera a
modulacdo da atividade simpatica e respiratoria. Fortes evidéncias encontradas na
literatura sugerem que essas alteracfes sao possivelmente desencadeadas por um
desequilibrio nos niveis séricos de leptina e por uma maior ativacdo do SRA
decorrente da obesidade, mas os mecanismos que levaram a essas alteragbes nao
foram avaliados no presente estudo e precisam ser melhores investigados. Também
evidenciou-se que a secrecdo de ocitocina e 0s nervos renais desempenham um
papel importante na vasodilatacdo renal induzida pela hiperosmolaridade. Isto
sugere que tanto mecanismos humorais (ocitocinérgicos) quanto mecanismos
autondmicos (atividade simpatica) sdo muito importantes na modulacdo de
respostas cardiovasculares em condi¢cdes de hipernatremia. O desequilibrio em um
ou ambos os mecanismos podem contribuir para varias condi¢cdes patologicas,

incluindo alguns modelos de hipertensdo experimental.

A compreensao da influéncia da obesidade materna e o consumo exacerbado de
dieta hiperlipidica durante o periodo de gestacdo e lactacdo sobre o
desenvolvimento da prole é primordial na busca de justificativas que tentem explicar
os altos indices de obesidade infantil que provoca sérias consequéncias fisicas,
sociais e psicolégicas. E de extrema importancia também a compreensdo dos
mecanismos regulatérios ativados durante a hiperosmolaridade, visto que as altas
concentracbes de soOdio presentes nas dietas ocidentais e a falha nesses
mecanismos de ajustes tém provocado os altos indices de doencas cardiovasculares
na populacdo mundial. O amplo conhecimento na area permite uma maior
possibilidade de desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas para a

prevencao e tratamento da hipertensao.
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Abstract

Hypernatremia stimulates the secretion of oxytocin (OT), but the physiological role of OT remains unclear. The present study
sought to determine the involvement of OT and renal nerves in the renal responses to an intravenous infusion of hypertonic
saline. Male Wistar rats (280-350 g) were anesthetized with sodium thiopental (40 mg. kg, i.v.). A bladder cannula was
implanted for collection of urine. Animals were also instrumented for measurement of mean arterial pressure (MAP) and
renal blood flow (RBF). Renal vascular conductance (RVC) was calculated as the ratio of RBF by MAP. In anesthetized rats
(n=6), OT infusion (0.03 ug * kg~ ', iv.) induced renal vasodilation. Consistent with this result, ex vivo experiments
demonstrated that OT caused renal artery relaxation. Blockade of OT receptors (OXTR) reduced these responses to OT,
indicating a direct effect of this peptide on OXTR on this artery. Hypertonic saline (3 M NaCl, 1.8 ml « kg™' b.wt,, i.v.) was
infused over 60 s. In sham rats (n=6), hypertonic saline induced renal vasodilation. The OXTR antagonist (AT; atosiban,
40 ug  kg™' « h™', i.v; n=7) and renal denervation (RX) reduced the renal vasodilation induced by hypernatremia. The
combination of atosiban and renal denervation (RX+AT; n=7) completely abolished the renal vasodilation induced by
sodium overload. Intact rats excreted 51% of the injected sodium within 90 min. Natriuresis was slightly blunted by atosiban
and renal denervation (42% and 39% of load, respectively), whereas atosiban with renal denervation reduced sodium
excretion to 16% of the load. These results suggest that OT and renal nerves are involved in renal vasodilation and
natriuresis induced by acute plasma hypernatremia.
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appetite. The neurovegetative adjustments include changes in
renal excretion of water and sodium. Indeed, hypertonicity
reduces sympathetic renal nerve activity [5-8], induces renal
vasodilatation [9-12], and increases release of vasopressin (VP),
atrial natriuretic peptide (ANP) [13,14] and oxytocin (OT) [15—
18]. Together, these adjustments lead to natriuresis [19-22].
Renal vascular tone is a significant factor in the regulation of
water and sodium excretion, and it is one of the variables adjusted
in response to acute variations in the osmolality of the extracellular
fluid [10,11,23]. The mechanisms involved in the genesis and

Introduction

Hypernatremia constitute a challenge that threatens the survival
of the organism. Despite the wide variation in daily intakes and
losses of sodium, its concentration in the body fluids must be
maintained within narrow limits. Therefore, maintenance of the
plasma sodium concentration within a strict range is a central goal
of homeostatic mechanisms [1,2]. It is no surprise that multiple
mechanisms are involved in the regulation of sodium concentra-
tion. This wide variety of mechanism ranges from localized and

highly specific renal control of sodium loss to the complex
regulation of ingestive behaviors [3-5].

The central nervous system (CNS) detects variations in the
volume, tonicity, and composition of the extracellular compart-
ment through peripheral and central receptors. Once detected,
changes in plasma sodium concentration trigger centrally driven
behavioral and neurovegetative adjustments in order to correct
deviations [3,4]. Behavioral responses consist of thirst and sodium
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maintenance of the renal vasodilation induced by increases in the
plasma sodium concentration are complex and appear to involve
neural and humoral mechanisms.

Oxytocin is well known for its role in uterine contraction [24]
and milk ejection [25], but has several additional functions, many
related with social behavior, maternal care, sexual behavior,
learning and memory (for review see [26,27]). In addition, OT
seems to be involved in the responses to changes in body fluid

October 2014 | Volume 9 | Issue 10 | €109620

CrossMark

click for updates


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
www.fapeg.go.gov.br
www.cnpq.br
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0109620&domain=pdf

osmolality. OT secretion is increased in response to alterations in
the plasma sodium concentration [17,28], and its infusion
increases urinary volume [29,30], glomerular filtration [29,31],
and urinary excretion of sodium in rats [30,32-35]. These effects
are mediated by the interaction of OT with the OXTR receptor, a
G protein-coupled receptor that is coupled to phospholipase C
through Goqll [26,36].

Stimulation of the renal nerve reduces sodium excretion
through secretion of renin, renal vasoconstriction, and increased
tubular reabsorption of sodium [37]. Renal sympathetic activity is
reduced by plasma hypertonicity, leading to renal vasodilation and
natriuresis [5-8,23]. However, to the best of our knowledge, there
are no evidences that have evaluated if the secretion of OT is
related with renal vasodilation and natriuresis induced by
hypernatremia. Moreover, no other study sought to evaluate the
interaction between renal sympathetic activity and secretion of
OT on renal and cardiovascular responses induced by sodium
overload.

Therefore, in the present study, we tested the hypothesis that
OT and renal nerves may be involved in the cardiovascular and
renal responses induced by acute hypernatremia. For this purpose,
we assessed the effects of OXTR receptor blockade and renal
denervation on renal vasodilatation and natriuresis induced by
intravenous infusion of hypertonic saline. We also assessed the
effects of OT on renal vascular tone and resistance.

Results

OXTR gene expression in the renal artery

The qRT-PCR analysis indicated that t OXTR was expressed
in the renal artery (n=10 arteries taken from 5 rats; Figure 1).
These findings demonstrated that OXTR gene was expressed as
B-actin, a constitutive gene. The Ct value was 32.01+2.1 for
OXTR and 22.08*1.3 for B-actin. The Melting curve confirms
the specific expression of OXTR gene in renal arteries
(Figure 1A). As control, the expression of B-actin gene was used
(Figure 1B).

Effect of OT on renal vascular resistance and on renal
artery rings

In vivo experiments demonstrated that the intravenous infusion
of OT (8, 16, or 30 ng * kg ', i.v.) in anesthetized rats (n = 6) did
not change mean arterial pressure (MAP; Figure 2A). All three
doses of OT increased renal blood flow (RBF; Figure 2A) and
renal vascular conductance (RVC; Figure 2A and B). Renal
vasodilation started immediately after infusion and lasted no
longer than 30 s. Ex vivo experiments showed that OT produced
a concentration-dependent relaxation in renal artery rings
(EC50=0.91+0.07 pmol « 1~ ", Figure 2C; n =6 rings taken from
5 rats) precontracted with 1 umol » 17! phenylephrine, suggesting
a direct effect of OT on the renal artery.

Effect of blockade of OXTR and VP-receptors on renal
vasodilatation and vasorelaxation induced by OT

In vivo experiments demonstrate that the OXTR-antagonist,
Atosiban, reduced OT-induced renal vasodilatation (Figure 3A
and B, n=6), whereas the V1 antagonist, Manning compound,
did not affect renal vasodilatation induced by OT (Figure 3C and
D, n=6). Ex vivo experiments showed that the vasorelaxation
induced by 1 pM OT was significantly reduced in the presence of
the OXTR antagonist, Atosiban (I mM, Figure 4A and C). The
vasopressin V1 antagonist, Manning Compound (0.1 uM) did not
reduce OT-induced vasorelaxation (Figure 4B and D), suggesting
a direct effect of OT on OXTRs in the renal artery.
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Effects of hypertonic saline infusion on plasma sodium
and blood hemoglobin concentrations

The body weight and cardiovascular baseline values are shown
in Table 1. These variables were similar in sham and rats
subjected to OXTR-antagonist pretreatment (Atosiban; AT), renal
denervation (RX) and renal denervation and atosiban pretreat-
ment (RX+AT). In sham rats, intravenous infusion of hypertonic
saline (HS) caused a sustained (>60 min) increase of plasma Na*
concentration (Figure 5A). In AT and RX+AT, plasma Na*
concentration remained significant higher than in sham rats
(Figure 5A).

In sham rats, HS infusion did not change blood hemoglobin
concentration (Figure 5B). Combining HS with AT, RX, or both
did not alter changes in blood hemoglobin (Figure 5B).

Effects of OXTR blockade and renal denervation on

cardiovascular responses induced by HS infusion

In sham rats (n = 6), HS infusion caused a mild increase in MAP
(Figure 6A), without changing heart rate (HR; Figure 6B). Ten
minutes after the HS infusion, RBF and RVC were increased, and
they remained high after 60 min (Figure 6C-D). In AT rats
(n=7), changes in MAP and HR were similar to those observed in
sham rats (Figures 6A-B), but the increases in RBF and RVC
were much reduced (Figures 6C-D). In RX rats (n=6), HS
infusion did not change HR, but the pressor response (10 min
after HS) was increased, and renal vasodilation was blunted
(Figure 6). The combination of atosiban and renal denervation
RX+AT rats, n=7) potentiated the hypertensive response
(Figure 6A) and abolished the renal vasodilation induced by HS
infusion (Figure 6C-D).

Effects of blockade of OXTR and renal denervation on

urinary excretion induced by HS infusion

HS infusion increased urinary flow in sham rats (n=6) at
10 min (Figure 7A). The diuresis caused by HS was reduced by
Atosiban (n = 7) and by renal denervation (n = 6), and was reduced
further by the combination of Atosiban and renal denervation
(n=7; Figure 7A). Urinary sodium concentration increased after
infusion of HS. The increase of urinary sodium concentration after
sodium overload was higher in AT and RX (Figure 7B), but it was
reduced by the combination of RX+AT (Figure 7B). AT and RX
slightly reduced the amount of sodium, and RX+AT reduced it
further (Figure 7C). As a consequence, sham rats excreted 51% of
the injected sodium within 90 min, AT rats excreted 42%, RX
rats excreted 42%, and At+RX rats excreted only 16% of the load
(Figure 7D).

Effect of OXTR antagonist on cardiac mRNA for ANP
The effect of the OXTR antagonist, Atosiban, on cardiac
expression of the ANP gene was measured by gRT-PCR. Figure 8
demonstrated that pre-treatment with OXTR antagonist reduced
cardiac ANP gene expression in rats subjected to HS infusion.

Discussion

Previous studies indicate that intravenous administration of OT
increases urinary volume [29,30], glomerular filtration [29,31],
and urinary excretion of sodium [17,32,34,35]. However, the
participation of this hormone in the regulatory mechanisms
activated by an increase of plasma sodium concentration is yet to
be fully clarified. The present study provides the following
findings: 1) the OXTR gene was expressed by the renal arteries;
i) administration of OT promoted renal artery relaxation in vivo
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and ex vivo; iii) blockade of OXTR, but not VP-receptors,
reduced renal artery relaxation in vivo and ex vivo induced by
OT; iv) blockade of OXTR and renal denervation reduced renal
vasodilation and natriuresis induced by acute hypernatremia; v)
the combination of OXTR antagonist and renal denervation
completely abolished the renal vasodilation and further reduced
natriuresis induced by sodium load; and vi) cardiac ANP gene
expression induced by HS infusion was decreased in the presence
of OT receptors antagonist. Collectively, these results suggest that
the renal vasodilation and natriuresis induced by sodium overload
is mediated by the combined action of OT and renal nerves.

Changes in the osmolarity of the extracellular compartment
affect all tissues and may alter cell volume, metabolism, and
function [1]. Acute alterations in osmolarity may induce convul-
sions, paralysis, coma, and in extreme conditions, death [2,4].
Thus, the precise regulation of the osmolality and therefore
intracellular volume is critical for survival. Disturbances in these
regulatory mechanisms have been associated with the pathophys-
iology of cardiovascular diseases, particularly hypertension [38—
40], and with diseases related to renal sodium retention, such as
cirrhosis and heart failure.

The present study demonstrated that OT induced a concen-
tration-dependent relaxation in renal arteries both in vivo and
i vitro. The complex mechanisms involved in the genesis and
maintenance of the renal vasodilation induced by increases plasma
sodium concentration are poorly understood and seem to involve
hormonal and autonomic mechanisms [8,10,14,41,42]. Our
in vitro results show that OT can act on oxytocin receptors in
the renal vasculature to promote vasodilatation. Experimental
evidence has demonstrated that hypernatremia induces OT
secretion [15,17,28]. Huang et al. (1995) [17] showed that infusion
of hypertonic saline stimulates OT secretion and natriuresis. Our
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data showed that the blockade of OXTR abolished the
vasodilation and reduced the natriuresis induced by a sodium
overload. Together, these results indicate that OT is involved in
the cardiovascular and renal responses to an increase in plasma
sodium concentration. To the best of our knowledge, there is no
other evidence that OT mediates renal vasodilation induced by
hypernatremia. Although HS increased plasma sodium concen-
tration, it did not significantly reduce blood hemoglobin,
suggesting blood volume did not change. This is consistent with
previous studies using the same protocol [10,11,13,14,23].
Therefore, it is likely that the cardiovascular and renal adjustments
induced by HS infusion were due to increased sodium concentra-
tion rather than to volume expansion.

It has been proposed that the natriuresis and renal vasodilata-
tion induced by OT are due to cardiac OXTR receptors that
stimulate ANP release [30,35,43,44]. In the present study we
demonstrated that an OXTR antagonist reduced cardiac ANP
gene expression induced by HS infusion. Our result is consistent
with studies conducted by Haanwinckel et al. [30], who
demonstrated that the intraperitoneal or intravenous administra-
tion of OT causes an increase in the plasma concentration of ANP.
Moreover, Gutkowska and coworkers [44] demonstrated that
OXTR were functional and important for the secretion of ANP, as
OXTR blockade reduces the release of ANP induced by OT
administration. Once in the circulation, ANP stimulates renal
vasodilation and natriuresis [47]. We also demonstrated that OT
can act directly on the renal arteries to cause renal relaxation.
Overall, these findings suggest that OT can act both directly and
indirectly (via ANP) to promote renal vasodilatation.

Neural mechanisms also regulate sodium excretion. Renal nerve
stimulation promotes renin secretion, renal vasoconstriction, and
tubular sodium reabsorption [37], reducing renal sodium losses.
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Plasma hypernatremia inhibits renal sympathetic activity, stimu-
lating sodium excretion [5-7]. A previous study from our
laboratory [8] has shown that renal denervation slightly reduces
the renal vasodilation induced by sodium overload, suggesting this
vasodilation is partly a consequence of renal sympathoinhibition.
Furthermore, in the present study we demonstrated that a
combination of renal denervation and OXTR blockade abolished
renal vasodilation and sharply reduced the natriuresis. Taken
together, these results suggest an additive effect of OT secretion
and renal nerves on natriuresis and renal vasodilatation induced
by a sodium overload. In the present study we also observed that
pressor responses to a sodium overload are greater in rats
subjected to renal denervation and blockade of OXTR. Several
other studies that blocked hypernatremia-induced renal vasodila-
tion similarly reported an increase in the magnitude and duration
of the hypertensive response [7,10-12]. A decade ago, it was
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proposed that hypernatremia initially stimulates secretion of
vasoactive peptides (ANP and OT) and reduces renal sympathetic
activity. This mechanism leads to reduction in renal vascular
resistance and sodium reabsorption, which culminates in sodium
excretion. If this initial mechanism fails to correct hypernatremia,
a generalized increase in sympathetic activity increases blood
pressure, leading to increases in renal perfusion pressure,
glomerular filtration rate and consequently natriuresis [3]. In the
light of these evidences, the increased pressor response to
hypernatremia observed in animals subjected to renal denervation
and blockade of OXTR could be due to the ineffectiveness of the
initial mechanism, resulting in a generalized increase in sympa-
thetic activity and consequent hypertension. It is noteworthy,
however, that the results obtained in the present study also
indicate that this pressure mechanism failed to stimulate sodium
excretion, since only 16% of of sodium load was excreted during
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the next 90 min in rats subjected both renal denervation and
blockade of OXTR.

Our results are compatible with the hypothesis that OT
secretion and renal nerves play an important role in renal
vasodilatation induced by hyperosmolarity. This strongly suggests
that both humoral (oxytocinergic) and autonomic (sympathoinhi-
bitory) mechanisms are important. The unbalance in one or both
these mechanisms may contribute to several pathological condi-
tions, including some models of experimental hypertension in
rodents.

Methods

Animals and ethics statement

All experiments were conducted on adult male Wistar rats (280—
350 g). Rats were obtained from the central animal house of the
Federal University of Goias. Experimental procedures were
designed in strict adherence to the National Health Institute
Guidelines for Care and Use of Laboratory Animals, and
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approved by the Research Ethics Committee of the Federal
University of Goias (protocol number 034/12).

Molecular analysis of OXTR gene expression in the renal
artery

Total RNA was extracted from ten renal artery using Trizol
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), chloroform was
added (1:5, v/v), and the aqueous phase was obtained after
centrifugation (12,000xg, 15 min). RNA was precipitated with
isopropanol for 15 min at room temperature, followed by
centrifugation at 12,000xg for 10 min. The pellets were
resuspended in water treated with 0.1% DEPC, and the RNA
content was quantified by spectrophotometry.

For reverse transcription, 2 pg of total RNA was used as a
template to synthesize cDNA. RNA was incubated with 1 ul
oligo(dt) 15-20 (0.5 pmol, Fermentas - Thermo Scientific, Vilnius,
Lithuania), and DEPC-water to a final volume of 12 pl, for 5 min
at 65°C.. The following reagents were then added to reach a final
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Table 1. Body weight and basal level of cardiovascular and renal variables in sham, rats pretreated with the oxytocin antagonist
atosiban (AT), renal denervated rats (RX) and rats pretreated with atosiban and renal denervation (RX+AT).

Group n bt MAP HR RBF RVC
g mm Hg bpm ml e min~" mm Hg « (ml » min) "
Sham 6 306+9 115*2 340%15 3.6+0.8 0.029£0.004
AT 7 307*6 1135 367£12 45+0.7 0.038+0.006
RX 6 300*+6 115*3 359+10 3.5+0.7 0.031£0.007
RX-AT 7 305*7 110x7 354£10 3.0£0.9 0.021£0.003

Values are means * S.E.M. b.wt.=body weight, MAP =mean arterial pressure, HR = heart rate, RBF =renal blood flow, RVC =renal vascular conductance.
doi:10.1371/journal.pone.0109620.t001
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volume of 20 ul: 4 ul RT buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.3,
75 mM KCI, 3 mM MgCly), 2 ul 10 mM dNTPs mix, 1 pl
RiboLock RNase inhibitor (20 U/ul) and 1 pl RevertAid H Minus
M-MuLV reverse Transcripase (200 pl/ul, Fermentas - Thermo
Scientific, Vilnius, Lithuania). The mixture was incubated for
5 min at 25°C followed by 60-min at 45°C and cDNA synthesis
was performeded at 70°C for 5 min.

qRT-PCR widely used for analysis of gene expression in tissue
(Applied Biosystems Step One Plus PCR System, Foster City, CA,
USA). We standardized a qRT-PCR method to analyze the
expression of the OXTR, using B-actin as a constitutive gene. For
OXTR we used as a forward primer: 5-CGA TTG CTG GGC
GGT CTT CA-3 and as a reverse primer 5-CCG CCG CTG
CCG TCT TGA G-3, resulting in a PCR product of 161 bp. For
B -actin, we used as a forward primer 5-AGA GGG AAA TCG
TGC GTG AC-3 and as a reverse primer 5-CAA TAG TGA
TGA CCT GGC CGT-3, resulting in PCR product of 138 bp.
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For qRT-PCR amplification, 2 pl of the cDNA pool resulting
from the above reaction was used in a reaction containing PCR
buffer Maxima SYBR Green/ROX qRT-PCR Master Mix (2X)
(Fermentas — Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania), 0.15 uM of
each primer and water to produce a final volume of 25 pl. General
qRT-PCR conditions were initial denaturation at 95°C for
10 minutes, followed by 40 cycles of 95°C for 15 s, annealing at
60°C for 1 min and extension at 72°C for 20 s. Amplification was
completed with an additional step at 72°C for 5 min. A melting
curve analysis was performed subsequent to amplification of the
target sequence. The program for melting curve analysis was 95°C
for 5 s, 65°C for 20 s, with 20°C/s transition rate and then
ramping to 98°C at 0.2°C/s.

Effect of OT on renal vascular resistance

Rats were anesthetized with 2-3% halothane in 100% O, and
catheters were inserted into the right femoral vein and artery. A
catheter was inserted in the right jugular vein and advanced to
bring the tip close to the right atrium. Halothane was replaced by
sodium thiopental (40 mg » kg™ ', i.v.; Cristalia Ltda, Itapira, SP,
Brazil). The trachea was cannulated to reduce airway resistance.
Miniature ultrasonic transit-time flow probes (Transonic Systems
Inc., Ithaca, NY, USA) were placed around the left renal artery.
The body temperature was kept at 37+0.5°C with a thermostat-
ically controlled heated table.

Arterial pressure was measured from the arterial cannula with a
disposable pressure transducer. RBF was measured with an
ultrasonic transit-time flowmeter (Transonic Systems, Inc., Ithaca,
NY, USA). Data were recorded continuously with an MP150
analog-to-digital converter (Biopac Systems, Inc., Goleta, CA,
USA). MAP and HR were determined from the pulsatile signal
with AcqKnowledge software (version 3.7.1.; Biopac Systems, Inc.,
Goleta, CA, USA). The change of RVC was calculated as the ratio
of RBF by MAP, and expressed as a percentage of baseline values.

Increasing doses of OT (0.008, 0.016 and 0.03 pug « kg™ ', iv.)
were infused. In additional rats, the vasopressin V1 antagonist,
Manning compound (10 pg « kg™ b.wt.; in 0.1 mL) was injected
1v., followed by increasing doses of OT (0.008, 0.016 and
0.030 pg » kg™ !, i.v.). In additional rats, the OXTR antagonist,
Atosiban, was infused for 1 h, starting 30 min before increasing
doses of OT infusion. The total amount of Atosiban infused was
40 ug » kg~ ' in a volume of 3 ml « kg™ ..

Effect of OT on renal artery rings

Rats were anesthetized with halotane (2% in Oy 100%)
(Cristalia Ltda, Itapira, SP, Brazil) and decapitated. The renal
artery was cleaned of adhering fat and connective tissue, removed,
and cut in 2 mm long rings. Rings were placed in a warmed (37°C)
organ bath containing 10 ml of modified Krebs-Henseleit solution
(in mmol « 17': NaCl=130, NaHCO3;=14.9, KCl=4.7,
KH,PO,=1.18, MgSO,=1.17, CaCl;=1.6, glucose=25.5;
pH=7.4, bubbled with 95% O2 and 5% CO2). Rings were
mounted on stainless steel hooks connected to isometric transduc-
ers. Tension was recorded with a data acquisition system (AVS
Projetos, Sao Carlos, SP, Brazil). Rings were kept for 60 min with
a tension of 1.5 g. During this period, the Krebs-Henseleit solution
was changed every 15 min. Phenylephrine (1 umol « 17') was
added to contract the rings. After tension stabilized (usually within
15 min), increasing concentrations (0.3 to 3 pumol 1Y of OT
were added. In additional experiments, the vasorelaxation induced
by 1 uM OT was measured in the absence or presence of the
OXTR antagonist, Atosiban (1 mM), or the VI antagonist,
Manning compound (0.1 pM). At the end of the experiment, the
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Figure 6. Effects of OXTR antagonist treatment (atosiban; AT), renal denervation (RX) and the combination of AT and RX (RX+AT)
on cardiovascular changes induced by intravenous HS infusion (3 M NaCl, 1.8 ml . kgf1 b.wt., i.v). A) Mean arterial pressure (MAP). B)
Heart rate (HR). C) Renal blood flow (RBF). D) Renal vascular conductance (RVC). Black bars indicate the moment of HS infusion. Red bars indicate the
period of OXTR-antagonist infusion or saline (150 mmol - 177 NaCl; Sham and RX groups). *different from baseline, fdifferent from sham, $different

from atosiban, #different from RX, both at p<<0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0109620.g006

effectiveness of the endothelium was evaluated by observing the
response to 10 pmol « 17" acetylcholine.

Effect of OXTR antagonist and renal denervation on
cardiovascular and renal responses induced by
hypertonic saline

Additional rats were anesthetized and fitted with cannulas in the
femoral vein and artery and a flow probe around the renal artery,
as described above. The bladder was catheterized through a
suprapubic incision for collection of urine. About 60 min later,
hypertonic saline (3 M NaCl, 1.8 ml « kg™ ' b.wt., i.v.) was infused
over 60 s. In some rats, the selective OXTR antagonist, [Mpal,
D-Try(Et)2, Thr4, Orn8]-OT (atosiban, Ferring, Sweden), was
infused for 1 h, starting 30 min before the infusion of hypertonic
NaCl. The total amount infused was 40 pg » kg~ ' in a volume of
3ml « kg~ '. This dose has been shown previously to block the
natriuretic effects of OT but not to interfere with VP-receptors
[33,43].

In another group of rats (RX), the left and right kidney
innervation was removed surgically as previously described [8,45—
50]. Briefly, the renal arteries were dissected under a surgical
microscope, and the renal nerves running along them were
carefully removed. The connective tissue of the renal artery and
vein were stripped and the renal artery was coated with a solution
of 10% phenol in absolute alcohol.

PLOS ONE | www.plosone.org

In another group of rats, the innervation of the left and right
kidney was removed and the animals were submitted to atosiban
infusion 60 minutes after the renal denervation (RX+AT). In sham
rats, the renal artery was dissected and renal nerves bundles were
visualized and kept intact. These rats received the same volume
(3 ml « kg™ ") of saline (NaCl 150 mmols « 17,

Blood samples (0.20 ml each) were withdrawn from the arterial
cannula 10 min before and 10, 30, 60 and 90 min after i.v.
infusion of hypertonic saline. The sample was replaced by an equal
volume of sterile 150 mM NaCl. Blood hemoglobin concentration
was measured immediately with a kit from Sigma (Drabkin’s
reagent, kit 525). The rest of the sample was centrifuged for 5 min
at 6000 g. The plasma was removed and stored at —20°C.
Sodium concentrations in urine and plasma were measured with a
flame photometer (model DM6, Digimed, Sdo Paulo, Brazil).

The amount of sodium in the urine was determined by the
product of urine volume and sodium concentration. Sodium
balance was calculated as the difference between the amount
infused and the amount excreted.

Molecular analysis for ANP in heart

Rats were euthanized, the cardiac muscle was cut in small
pieces and frozen in liquid nitrogen. The tissues were disrupted by
vigorous mixing with glass beads as described before. qRT-PCR
analysis was performed in triplicate from a ¢cDNA pool of each
treatment. For natriuretic peptide precursor A (ANP), we used as a
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Figure 7. Effects of OXTR antagonist treatment (atosiban; AT), renal denervation (RX) and the combination of AT and RX (RX+AT)
on urinary changes induced by intravenous HS infusion (3 M NacCl, 1.8 ml - kg’1 b.wt., i.v.). A) Urine flow. B) Urinary sodium
concentration. C) Cumulative urinary sodium. D) Sodium balance. Black bars indicate the moment of HS infusion. Red bars indicate the period of
OXTR-antagonist infusion or saline (150 mmol - =7 NaCl; Sham and RX groups). *different from baseline, fdifferent from sham, $ different from

atosiban, #different from RX, both at p<<0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0109620.9007

forward primer 5-GGA TTT CAA GAA CCT GCT AGA-3, and
as a reverse primer 5-GCT TCA TCG GTC TGC TCG C-3,
resulting in a PCR product of 96 bp. For GAPDH, we used as a
forward primer 5-GTC GGT GTG AAC GGA TTT G-3, and as

c 2.0'
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Figure 8. Effect of blockade of OXTR (Atosiban) on atrial
natriuretic peptide (ANP) mRNA in the heart of rats submitted
to HS infusion 3 M NaCl, 1.8 ml + kg™~ " b.wt., i.v. ANP mRNA levels
were assessed by the real-time quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction. The results are presented as mean =
standard deviation of the triplicates of independent experiments.
tdifferent from Sham, at p<<0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0109620.g008
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areverse primer 5-CCG CCG CTG CCG TCT TGA G-3, with a
PCR product of 150 bp. All primers were specific for Rattus
norvegicus. The data were normalized using the constitutive gene
GAPDH as the endogenous control, amplified in each set of qRT-
PCR experiments. Data were expressed as mean * standard
deviation of the triplicates of independent experiments. Standard
curves were generated by diluting the cDNA solution 1:5. Relative
expression levels of genes of interest were calculated using the
standard curve method for relative quantification [51].

Data analysis

Results are presented as means * S.E.M. Cardiovascular
baseline values and the effects of OT infusion and OXTR and VP-
antagonist were analyzed by one-way ANOVA. When groups
differed significantly, the Bonferroni post hoc test was used. The
effects of HS infusion on renal and cardiovascular parameters
were analyzed by two-way ANOVA. When groups differed
significantly, the LSD-Fisher post hoc test was used. Effects of
OT infusion and OXTR and VP-antagonist were analyzed by
one-way ANOVA. When groups differed significantly, the
Bonferroni post hoc test was used. The EC50 for the effect of
OT on vascular relaxation was obtained by linear regression of
vascular relaxation and the log of the OT concentration using
GraphPad Prism statistical software version 6.03 for Windows
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Molecular data
were compared by the T test. A value of P<<0.05 was considered to
denote a significant difference.
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