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RESUMO

Marcadores bioquimicos e inflamatorios em ratos submetidos ao modelo de
sobrecarga de sodio pos-natal

Dados da OMS mostram que o consumo de sal pela populagcédo excede o indicado, o
que pode se tornar uma preocupagao em saude publica, porque, apesar de a ingestéao
de altos teores de sal ser classicamente associada com a instalagéo de hipertensao
arterial, um ambiente hipersalino leva a uma perturbacdo osmaética que resultam em
multiplas alteragdes fisioldgicas, nos sistemas renal, nervoso central e imunoldgico.
Apesar de as pesquisas relacionarem aumento da ingestdo de sal com disfungdes
metabdlicas, pouco se sabe sobre as consequéncias de uma dieta hipersodica nas
primeiras fases da vida. Esse trabalho teve por objetivo avaliar como a sobrecarga
cronica de sodio em ratos jovens, apdés desmame, interfere em parametros
cardiovasculares, bioquimicos e imunolégicos em duas linhagens de ratos. Grupos
experimentais de ratos Wistar e Holtzman foram tratados com salina 0,3 M, enquanto
0s controles tiveram acesso a agua, durante 60 dias. Durante o tratamento, foi feita
pletismografia de cauda, para avaliagao de pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca
(FC). Apos o tratamento, um periodo de recuperagao (15 dias) foi realizado com a
oferta de agua para todos os animais. Em seguida foram colhidas amostras biologicas
para analise de parametros hematoldgicos, em sangue total, e parametros
bioquimicos e imunosorologicos, em soro e plasma. Contrariamente ao esperado, os
ratos Holtzman ndo apresentaram aumento de PA, nem de FC, apds o tratamento
com salina hipertbnica. E, além de nao apresentarem elevacido de citocinas
inflamatdrias, mostraram normalidade para todos os parametros bioquimicos
pesquisados, exceto pela creatinemia, que foi diminuida (Experimental: 0,27 + 0,07
mg /Al vs Controle: 0,46 + 0,04 mg Al, p<0.05). Ja os ratos Wistar desenvolveram
hipertensao arterial (Experimental Wistar: 159,9 £ 5,2 mmHg vs. Controle Wistar:
149,7 £ 3,2 mmHg, p<0,05) e aumento da FC (Experimental Wistar: 412,9 £ 7,7 bpm
vs. Controle Wistar: 375,7 £ 12,9 bpm, p<0,05), além de apresentarem alteragbes em
parametros bioquimicos para fungao renal, como ureia (Controle: 44,39 + 0,32 mg/dl
e Experimentais: 49,5 £+ 0,69 mg/dl), apesar da creatinina baixa (Controle: 0,96 + 0,02
mg/dl e Experimentais: 0,68 + 0,004 mg/dl), e fungdo hepatica, onde ALT (Controle:



)%

16,26 = 0,43 mg/dl e Experimentais: 32.63 £ 0,6 mg/dl), e bilirrubinas total e indireta
elevadas, elevacdo nos componentes do lipidograma, e, ainda, hiperglicemia
(Controles: 83,63 £ 0,42 mg/dl e Experimentais: 124.2 + 7,2 mg/dl). Diante disso,
podemos reforgar que ha variagdes metabdlicas entre linhagens animais, explicando
porque os ratos Holtzman nao foram sensiveis ao protocolo salino. E, para além disso,
as alteragdes nos parametros bioquimicos dos ratos Wistar nos permitem afirmar que
uma dieta hipersodica provoca alteragbes metabdlicas diversas, com envolvimento
das funcdes renal e hepatica, além de alteragdbes no metabolismo de lipideos e

carboidratos.

Palavras-chave: dieta hipersodica; alteragbes metabdlicas; citocinas; hipertensao



XV

ABSTRACT

Biochemical and inflammatory markers in rats submitted to the postnatal sodium
overload model

WHO data shows that the consumption of salt by the population exceeds what is
indicated, which can become a public health concern, because although the ingestion
of high salt levels is classically associated with the installation of hypertension, saline
environment leads to an osmotic disorder which results in multiple physiological
changes in the renal, central nervous and immune systems. Even studies have linked
salt overload to metabolic disorders, little is known about the consequences of a
hypersodium diet in the early stages of life. Experimental groups (E) of Wistar and
Holtzman male rats were treated with 0.3M saline, while the control group (C) had
access to water, for 60 days. During the treatment, plethysmografhy was performed
for blood pressure (BP) and heart rate (HR) measurements. After a recover period,
when both groups received water, biological samples were taken for analysis of
hematological parameters, in blood, ad biochemical and immunological parameters, in
serum and plasma. Contrary to expectations, the Holtzman rats showed no increase
in BP or HR, after hypertonic saline treatment. In addition, they do not increased
inflammatory cytokines, and were normal for all biochemical parameters surveyed,
except for serum creatinine, with was decreased (E: 0.27 £ 0.07 vs C:0.46 + 0.04 mg/dl,
p<0.05). On the other hand, Wistar rats developed hypertension (E: 159.9 + 5.2 mmHg
vs. C: 149.7 + 3.2 mmHg, p<0.05) and increased HR (E: 412.9 £ 7.7 bpm vs. C: 375.7
+ 12.9 bpm, p<0.05). In addition, we found differences in biochemical parameters for
renal function, with elevated urea (C: 44.39 + 0.32 mg/dl and E: 49.5 + 0.69 mg/dl),
and low creatinine (C: 0.96 + 0.02 mg/dl and E: 068 £ 0.004 mg/dl); also differences
for liver function, with increased ALT (C: 16.26 + 0.43 mg/dl and E: 32.63 £+ 0,6 mg/dl)
and total and indirect bilirubin. Furthermore, components of lipidogram and serum
glucose (C: 83.63 + 0.42 mg/dl and E: 124.2 mg/dl) were elevated. Therefore, we can
reinforce that there are metabolic variations between animal strains, explaining why
the Holtzman rats were not sensitive to the saline protocol. In addition, changes in the
biochemical parameters of Wistar rats allow us to state that sodium overload causes
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several metabolic diseases, with involvement of renal and liver function, besides to

alterations in the metabolism of lipids and carbohydrates.

Keywords: salt overload; metabolic diseases; biochemical markers; cytokines;
hypertension
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IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA SOCIEDADE

Nesse trabalho, nds estudamos as consequéncias de se adotar uma dieta rica
em sal. Para conseguir isso, trabalhamos em experimentos com animais de duas
linhagens diferentes em laboratorio, seguindo todas as regras para garantir o bem-

estar desses animais.

Depois que os ratos ingeriram salina por 60 dias, nés analisamos o sangue e a

urina desses animais e avaliamos os resultados neste documento.

Nossos resultados mostraram que uma dieta rica em sal é capaz de causar
hipertensao arterial em um grupo de animais, mas ndo em todos: alguns nao ficaram
hipertensos, mesmo ingerindo salina. Isso prova que cada individuo tem um

metabolismo proprio e responde de forma distinta aos estimulos.

Também analisamos o sistema imunoldgico dos animais, pois existem provas
que a hipertensédo se estabelece com o auxilio de algumas células e moléculas da
imunidade. Mas, nossos exames nao foram capazes de associar alteracbes na

resposta imunoldgica dos animais com pressao alta.

Os ratos que desenvolveram hipertensdo passaram por outros exames
laboratoriais no sangue e na urina e os resultados desses exames mostraram que os

animais estavam com diabetes e com mal funcionamento nos rins e no figado.

Sabemos que pessoas com pressao alta podem ter complicagdes, como infarto
e AVC (acidente vascular cerebral), mas nosso trabalho mostra que existem outras
complicagdes, envolvendo varios 6rgéos e se associando a outras doengas, como o
diabetes. Portanto, este estudo € muito importante para ajudar a entender como a
hipertensao se estabelece e quais as suas consequéncias

A partir de nossos dados, a hipertensao deve ser abordada como uma doenca
metabdlica.

Nossos resultados apontam para que diferengas fisioldgicas entre as linhagens
dos ratos foi protetora para o efeito prejudicial do excesso de sal apdés o desmame,



assim nosso trabalho contribui para futuras investigagdes que possam nos indicar

tratamentos direcionados para patologias provocada por ingestdo exagerada de sal
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1. Introdugao

Os relatos de uso do sal aparecem juntamente com os primeiros registros das
civilizagbes. Sua importancia esta registrada na Historia ndo apenas como
conservante e saborizante de alimentos, mas também como ativo econémico capaz
de movimentar o comercio entre fronteiras (Grabner et al., 2007).

Quimicamente, o sal de cozinha contem cloreto de sédio, composto resultante
da ligac&o ibnica entre ions sodio (Na*) e cloreto (Cl'), mas que se apresentam nas
suas formas ibnicas, quando em solugdo, sendo importante fonte de sédio para o
organismo (Tito and Canto, 2015).

O sodio (Na*) € um ion vital na fisiologia humana, pois participa de eventos
importantes, como a transmissao de impulsos nervosos, e determina a pressao
osmotica nos fluidos organicos, uma vez que €& o principal ion constituinte do
compartimento extracelular (Neto and Neto, 2003; Silverthorn, 2010).

Devido a importancia do sédio, a manutencdo de sua concentragdo envolve
diversos eventos como ativacio do eixo neuroenddcrino, com estimulo para produgao
de horménios e estimulo dos mecanismos de sede, além de varias interferéncias na
atividade renal, controlando a excrecéo de agua e de sodio (Stricker et al., 2002; Neto
and Neto, 2003).

Contudo, niveis aumentados de sodio podem provocar disfungdes como a
elevacao da pressao arterial, de forma pontual ou persistente, alteragao na fungédo do
sistema imunoldgico, modificagcdes na atividade do sistema nervoso e até mesmo
interferéncia em vias bioquimicas, como a do metabolismo do colesterol (Martinez-
Maldonado, 1991; Binger et al., 2015; Muller et al., 2019).

Apesar do sal de cozinha ser a principal fonte de sédio, condimentos a base de
sal e, principalmente, o consumo de alimentos processados industrialmente vem
ganhando importancia na ingestdo de sal pela populagdo brasileira (Sarno et al.,
2013).

O sodio participa de processos fisiologicos importantes como controle da
osmolaridade, sinalizagbes celulares de membrana, contracdo muscular e
transmissao de impulsos nervosos (Neto and Neto, 2003). O sodio esta em grande
quantidade no liquido extracelular (LEC), na concentragdo de 140 mEg/L, juntamente

com ions cloro (100 mEqg/L) e potassio (K*) em menor concentragdo, ao contrario, do
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meio intracelular (LIC), rico em K* (140 mEqg/L) e pobre em Na* e CI. Essa diferenca
nas concentragdes idnicas entre os compartimentos intra e extracelular € mantida
gracas a permeabilidade seletiva da membrana plasmatica, caracterizando a
osmolaridade de cada fluido (Silva and Araujo Costa, 2020).

Desse modo, uma perturbacdo no estado de repouso da membrana celular
origina um fluxo de ions entre os meios intra e extracelular, passando através da
membrana. Em células do tecido nervoso, chamadas neurdnios, essa perturbagao
origina um potencial de ag&do. Devidamente estimulados, canais que permitem a
passagem de ions K* para fora dos neurbnios se abrem, e ions potassio deixam o
meio intracelular, ao mesmo tempo que ions sédio entram na célula, por diferenca de
gradiente, devido a sua alta concentracdo no LEC. Esse movimento de ions causa
desregulagéo de cargas elétricas nos meios intra e extracelular, e o equilibrio precisa
ser restaurado. Para tanto, entra em acao a sédio-potassio-ATPase, uma proteina que
faz transporte através da membrana, com gasto de energia, ou seja, a Na*/K* ATPase
transporta esses ions contra seus gradientes de concentragao (Krueger-Beck et al.,
2011).

Por ser o principal cation no LEC, o sédio desempenha papel importante na
manutencdo da osmolaridade dos liquidos corporais. A osmolaridade dos fluidos
organicos se refere as concentragbes de solutos e determina sua capacidade de
promover transporte i6nico através das membranas celulares, que sao
semipermeaveis, a fim de manter ou restabelecer o equilibrio tdnico ou osmatico.
Desse modo, o volume celular ndo sofre grandes interferéncias quando o liquido
extracelular se torna hipo ou hiperténico (Neto and Neto, 2003; Silva and Araujo Costa,
2020).

1.1 Mecanismos de regulagao de volume e osmolaridade

Para que as concentragbes ibnicas sejam mantidas dentro de valores que
garantam o equilibrio das fungdes fisiologicas, ou seja, para manter a homeostase,
existem mecanismos de controle das concentragdes de sddio, como a diurese e o
estimulo da sede, envolvendo o controle das quantidades de soluto, e ainda
mecanismos de perda e ganho especificos para o sédio, como a natriurese e o apetite
ao sodio (Stricker et al., 2001, 2002; Neto and Neto, 2003).
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A ativacédo desses mecanismos depende da sensibilizagdo de grupo celulares
especializados em identificar alteragdes de osmolaridade e volume (osmoreceptores
e barorreceptores, respectivamente). Osmoreceptores sao encontrados no sistema
nervoso central e em regides periféricas, como vasos renais, intestinais e hepaticos.
Ja os barorreceptores estdo presentes no arco da artéria aorta, em regides mais
delicadas das artérias carotidas internas chamadas seio carotideo, além dos
barroreceptores cardiopulmonares e renais (Bourque and & Oliet, 1997; Liard et al.,
1984; Mai et al., 2017; Ninomiya et al., 1988; Souza, 2016; Stricker et al., 2001).

Quando esses receptores identificam alteragdes nas concentragdes ibnicas ou
no volume dos fluidos corporais, esta informacéo € integrada em regides centrais
chave para o controle da osmolaridade e volume plasmaticos. Orgdos
circunventriculares (CVO) sao desprovidos de barreira hematoencefalica e por isso
tem suas células expostas e sensibilizadas pelas alteragbes plasmaticas. Assim,
orgao subfornical (SFO), nucleo pré-6ptico mediano (MnPO) e a regido anteroventral
do terceiro ventriculo (AV3V) sao regides centrais que, quando sensibilizadas por
variagdes osmoticas, atuam nos controles da sede e do apetite ao sddio, pois fazem
conexdes com hipotalamo, sistema limbico e tronco encefalico (Fitzsimons, 1998;
Leib, Zimmerman and Knight, 2016).

Alteragcbes nas taxas de sédio também estimulam o nucleo do trato solitario
(NTS), a area postrema (AP) e a lamina terminal (LT); nesta ultima, além do MnPO e
do SFO, ja citados, ha envolvimento e do 6rgéo vasculoso da I[amina terminal (OVLT),
(Antunes-Rodrigues et al., 2013; Menani et al., 2014; McKinley et al., 2019).

Além de estimularem a sede, osmoreceptores sensibilizados por alteracdes de
tonicidade do LEC ativam conexdes encefdlicas relacionadas com a produgao
endocrina (Mahon et al., 1995; Fitzsimons, 1998; dos-Santos et al., 2017). Desse
modo, neurbnios magnocelulares presentes no hipotalamo sao estimulados a liberar
arginina vasopressina (AVP), conhecido como horménio antidiurético (ADH) na
fisiologia humana, que atua no sistema renal. A principal acdo renal do AVP é
aumentar a reabsorgédo de agua, através do aumento da permeabilidade nos tubulos
contorcidos distais do néfron e nos ductos coletores da medula renal (Stricker et al.,
2002; Aires, 2012; Menani et al., 2014).

Aléem do AVP, a ocitocina (OT) é outro horménio hipotalédmico liberado em
resposta ao aumento da concentragao de sodio. Classicamente associado a fisiologia
endocrina da reprodugado, agindo no parto e na lactagéo, a ocitocina também esta



22

relacionada com controle da concentrag&o de sal (Stricker et al., 2002; Molina, 2014).
Em 2002, Ventura e cols. encontraram aumento ndo s6 de AVP, mas também de
ocitocina em resposta a ingestdo aumentada de sodio, enquanto Bernal, Mahia &
Porto (2007) explicaram que a ocitocina regula o sédio corporal participando do
controle da excrecdo renal desse ion e do estimulo da sede. Esses dados foram
reafirmados em uma revisio de literatura, publicada em 2018, por Skinner e cols. Ja,
Amaral e cols. (2014) demonstraram que, quando ha hipernatremia, os nervos renais
atuam em conjunto com a ocitocina para provocar vasodilatagdo renal e natriurese.

Aumento da concentragdo de sodio também se relaciona com aumento do
volume sanguineo circulante (Mora-Rodriguez and Hamouti, 2012). Esse volume
aumentado causa um estiramento nas paredes dos atrios do coracao, o que estimula
a liberag&o do peptideo natriurético atrial (ANP), que uma vez langado na circulagéo,
tem efeitos multiplos. Causa diminuicdo do débito cardiaco, pois estimula
vasodilatagao periférica; inibe a sintese de aldosterona, no cortex das gléndulas
adrenais; e nos rins, estimula a natriurese por diminuir a reabsorcédo de sddio nos
tubulos renais, além de provocar vasodilatagdo nas arteriolas aferentes glomerulares,
o0 que termina por aumentar o fluxo sanguineo nessa regido e inibe a secrecao da
enzima renina (Unger et al., 1990; Epstein et al., 1998; Volpe et al., 2015; Idzikowska
& Zielinska 2018; Cannone et al., 2019).

A enzima renina esta envolvida em outro mecanismo de controle homeostatico,
também solicitado nos disturbios hidroeletroliticos, o sistema renina-angiotensina
(RAS). Aqui, temos um conjunto de células diferenciadas, localizadas na regidao em
que o epitélio dos tubulos contorcidos distais estd em contato com a capsula do
glomérulo e com as arteriolas que acessam esse glomérulo, as quais sao sensiveis a
osmolaridade do fluido tubular e a pressao sanguinea; trata-se da macula densa.
Assim, diminuicdo na pressdo arterial ou diminuigdo na concentragdo de sodio,
sensibilizam a macula densa, que estimula a produgdo de renina pelas células
justaglomerulares, na regi&o cortical dos rins (Mulrow, 1989). Lancada na circulagéo,
a renina cliva o angiotensinogénio, que é um decapeptideo produzido principalmente
pelo figado, mas também encontrado no tecido adiposo, cérebro, coragéo, rins,
pulmdes e vasos sanguineos (Campbell & Habener, 1987; Sparks et al., 2014). A lise
do angiotensinogénio libera angiotensina |, na circulagdo. Esta sofre agdo de outra
enzima, a enzima conversora de angiotensina (ECA), resultando em angiotensina |l

(ANG II), cujas agbdes sao antagodnicas as acdes do ANP, comentadas anteriormente.
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Isso significa que ANG Il promove vasoconstricdo periférica, estimulo de areas
encefdlicas, com aumento de atividade simpatica, estimulo da liberagcdo de
aldosterona pelo cértex adrenal, diminuicdo da taxa de excrecao de sddio, e retengao
de agua, restaurando a pressao arterial (Aires, 2012; Gonzalez-Vicente et al., 2018;
Guyton, 2017; Hodge et al., 2002; Meng et al., 1995; Rassler, 2010).

ANG Il também participa do estimulo a sede, agindo principalmente sobre o
SFO em condigbes de hipovolemia e hipotensé&o (Leib, Zimmerman and Knight, 2016).

Estudos mais recentes revelaram um outro eixo do RAS, com efeito regulatério
sobre as suas agbes ja conhecidas. Ha evidéncias que ha uma enzima tipo 2
conversora de angiotensina (ECAZ2), que age sobre angiotensina | e Il, resultando em
peptideos chamados ANG (1-7) e ANG (1-9), respectivamente, estruturalmente
semelhantes e com meia-vida curta. Esse eixo n&o classico do RAS parece agir de
forma a regular as a¢des sistémicas do RAS, uma vez que a ativagdo da ECA2 esta
associada, em modelos experimentais, a diminuicdo da liberacdo de citocinas e
inibicdo das vias inflamatodrias que resultam em fibroses (Rodrigues Prestes et al.,
2017; Santos et al., 2019; Hong et al., 2020; Paz Ocaranza et al., 2020);

A atividade reguladora da ECA2 se faz importante na homeostasia, pois a
ativagcédo crénica do sistema renina-angiotensina esta relacionada com a génese de
doengas como diabetes, hipertenséo arterial e doengas cardiovasculares (Sparks et
al., 2014; Rein and Bader, 2017).

1.2 Consumir muito sal é prejudicial?

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (WHO, 2012), o consumo de sal
deve ser de até 5 g diarias, contudo, mudangas nos habitos alimentares est&o
resultando em aumento nesse consumo, devido a incorporacdo de alimentos
processados na dieta (Gillespie et al., 2015; Martins et al., 2015; Teixeira, 2018;
Arcand et al., 2019).

Apesar da importancia do sédio para a homeostase, niveis aumentados desse
ion nos fluidos organicos estdo associados a disturbios fisiologicos, como a
hipertensao arterial. Contudo, esse ndo é o unico evento; disfun¢gdes da gléndula
tiredide (Leung and Braverman, 2014), alteracbes na composi¢do da microbiota
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intestinal (Smiljanec and Lennon, 2019) e obesidade (Ma, He & MacGregor, 2015;

Wojcik & Koziol 2021) foram associados a sédio elevado.

1.2.1. Consumo de sal e hipertensao

Segundo a International Society for Hypertension (ISH, 2020), a hipertensao
arterial € uma doencga cronica n&o transmissivel caracterizada quando a medida da
pressao arterial sistolica for 2 140 mmHg e/ou a pressao diastolica for =2 90 mmHg.
Estd elencada como uma das principais causas de Obito no mundo, sendo
responsavel por mais de dez milhées de mortes anuais, em sua maioria resultado de
complicagdes cardiovasculares, segundo dados do Global Burden of Disease Risk
Factor Collaborators (Stanaway et al., 2018).

A relacdo entre consumo elevado de sal e desenvolvimento de hipertenséo
arterial ja foi observado até mesmo em criangas, quando Costa & Machado (2010)
fizeram essa constatacdo ao avaliarem criangas em idade escolar, na regido Sul do
Brasil.

Variagbes na presséo arterial sdo, na verdade, mecanismos fisiolégicos que
tentam reestabelecer a homeostase, sendo, portanto, multifatoriais. Quando ocorre
um desequilibrio na fisiologia circulatoria, de qualquer grandeza, varios mecanismos
sdo ativados concomitantemente a fim de restabelecer esse equilibrio, alguns deles
ja abordados anteriormente. Assim, temos o importante papel de barorreceptores e
osmorreceptores que, uma vez estimulados, solicitam mecanismos de controle da
pressao arterial, através de atuacdo hormonal, promovendo alteragcdo na excrecgao
renal de agua ou sodio (Aoyagi et al., 2008; Augustine, Lee and Oka, 2020), com o
envolvimento do sistema renina/angiotensina, culminando com vasoconstricdo
endotelial periférica (Silverthorn, 2010; Aires, 2012). Ha também participacdo de
mecanismos de controle central, onde areas do tronco encefalico sdo estimuladas e
controlam a sede e o apetite ao sodio (Stricker et al., 2001; Andrade-Franzé et al.,
2010; Blanch et al., 2013).

1.3 Hipertenséo e imunidade
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O organismo humano possui um conjunto de células e moléculas que atuam na
protecdo contra agressdes, como micro-organismos patogénicos e lesdes teciduais.
E o chamado sistema imunolégico, que é constituido por um componente inato e outro
componente adquirido (Sattler, 2017).

A imunidade inata € formada por varios elementos, como barreiras epiteliais
que recobrem as partes do corpo em contato com 0 meio ambiente; esse epitélio
possui caracteristicas histologicas e de acidez préprias de cada sitio anatémico, o que
dificulta a entrada, instalagcéo e disseminacao de patdégenos. A imunidade inata conta
também com células capazes de identificar e fagocitar proteinas consideradas nao-
préprias, ou estranhas ao organismo; sao representadas por linhagens de leucécitos,
como macrofagos e neutrdéfilos, presentes nos tecidos e na circulagdo. E, finalmente,
pertencem a imunidade inata os fatores do Sistema Complemento; sao proteinas
presentes na superficie de células ou no soro que séo ativadas pela presenca de
estruturas estranhas, e agem em efeito cascata, a fim de causar lise de células
infectadas (Parkin and Cohen, 2001; Nicholson, 2016; Fernandez, Gomes, Vegas
2019).

Ja a imunidade adquirida se desenvolve apés um estimulo especifico: uma
célula da imunidade inata, que fagocitou e processou o agente estranho, apresenta
uma pequena por¢ao antigénica desse estranho (chamado epitopo), exposto em sua
proteina de membrana. Esse complexo proteina/epitopo € capaz de estimular
leucdcitos do tipo linfécitos, que uma vez ativados, proliferam e produzem
imunoglobulinas especificas, se forem linfocitos do tipo B (LB), ou, se forem linfécitos
do tipo T (LT), estimulam a atividade de outros linfécitos, como as células natural killer
(NK) (Nicholson, 2016; Bugya et al., 2021).

Os LT sao classificados em subpopulagdes de acordo com o tipo de proteina
marcadora expressa em sua superficie e com a agcédo que executam: linfécitos T helper
(LTh) sdo células com uma proteina de superficie do tipo CD4; agem produzindo
citocinas (IL) para estimular ou suprimir a reagdo imunologica. Os linfécitos T
citotoxicos (LTc), possuem o marcador CD8 e agem estimulando a lise de células
infectadas por parasitas intracelulares. Apos remissdo da ameacga antigénica, as
populagdes de linfécitos diminuem, resguardando as células de memdria, capazes de
iniciar mais rapida e eficazmente uma reagéo imune, caso haja um outro contato com

o antigeno que iniciou a reag&o original (Nicholson, 2016; Bugya et al., 2021).
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Citocinas sao proteinas produzidas pelas células do sistema imunolégico, que
agem modulando a ag&o de outras células ou moléculas, quer sejam do componente
inato ou do especifico da imunidade. A acao das IL € de complexa classificagao, onde
cada familia (IL1, IL2, IL4, IL10, TNF, INF, etc.) possui multiplos membros que podem
estimular ou restringir a reagdo imune, e isso pode se alterar, dependendo de cada
contexto (Palomo et al., 2015; Braddock et al., 2018; Rose-John, 2018; Neumann,
Scheffold and Rutz, 2019).

Entretanto, a acéo do sistema imunolégico ndo envolve apenas a protegéo do
organismo contra agentes estranhos e potencialmente patogénicos. Existem
evidéncias que ha um componente imunologico na génese da hipertenséo,
envolvendo tanto componentes da imunidade inata, quanto da adquirida.

Analisaram as subpopulagbes de macréfagos (M1 e M2) em ratos SHR, e
observaram o predominio de macréfagos do tipo M1, associados, portanto, a elevada
pressao arterial nesses animais (Harwani, 2018).

Os mecanismos da remodelagcdo tecidual do miocardio, observada na
hipertensdo, foram descritos como consequéncia da acado de mastocitos sobre
fibroblastos e outras células inflamatdrias, resultando na fibrose cardiaca (Levick et
al., 2009). Outros leucdcitos, como eosinofilos, basoéfilos e neutréfilos também ja foram
associados a hipertensdo arterial (Belen et al., 2015; Wenceslau et al., 2015; Sag et
al., 2017; Withers et al., 2017).

Os componentes da imunidade adquirida também estdo comprovadamente
envolvidos na etiologia da hipertensao. Foi demonstrado que a inibigdo dos receptores
capazes de ativar linfocitos T citotoxicos resultou em diminuigao da pressao sistolica,
em experimentos com hipertensado induzida por Ang Il (Vinh et al., 2010). Kirabo et al.,
(2014) descreveram uma via de ativagdo dos LT CD8+, por células dendriticas, em
ratos hipertensos, e observaram a mesma correspondéncia em humanos com
hipertensao resistente ao tratamento. Nessa via, as células dendriticas ativadas por
modificagdes bioquimicas, resultantes da hipertensdo, estimulam a proliferacdo de
células LT CD8+ e produgéo de IFN e IL-17.

Estudos mostram que sistema imune, através da ativacdo de citocinas pro-
inflamatorias e produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS), se relaciona com
etiologia da hipertensdo neurogénica, que é a hipertensao provocada por estimulo do
sistema nervoso simpatico, e também da hipertensdo secundaria a ativacdo do

sistema renina-angiotensina (Colombari et al., 2010; Gouraud et al., 2011; Freiria-
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Oliveira et al., 2013; Trott and Harrison, 2014; Bomfim et al., 2015; McCarthy et al.,
2015; Winklewski et al., 2015).

A citocina IL-4 foi associada a hipertensdo pulmonar e a fibrose cardiaca e a
transferéncia de soro com alto teor de IL-17 acelerou o desenvolvimento de
hipertensdo em ratos SHR (Kassem, Ali and Rhaleb, 2020; Kim et al., 2021). Ja
Loperena et al., (2018) concluiram que o aumento de IL-6 e de ROS s&o responsaveis
pela ativagcdo dos mondcitos que danificam o endotélio, na hipertensdo. Shi et al.
(2010) mostraram que a ativagdo da micréglia no hipotalamo tem um papel importante
na hipertensdo neurogénica e a administragcdo de minociclina, um antiobiético com
funcao anti-inflamatéria, foi capaz de diminuir a expresséao de IL-6 e TNF e aumentar
IL-10 no hipotalamo, reduzindo a hipertensdo. Ademais, utilizando um adenovirus
associado, a superexpressao de IL-10 em neurdnios do nucleo paraventricular do
hipotalamo causou o0 mesmo efeito anti-hipertensivo da minociclina.

Todas essas evidéncias comprovam a participacdo do sistema imune na
génese da hipertensédo. Contudo, o estimulo para o inicio do processo inflamatorio
traz atualizagbes interessantes.

Ha evidéncias que as células do sistema imune podem ser ativadas nao so6
pela presenga de antigenos, mas também por um ambiente extracelular com alto teor
de sodio.

Um ambiente hipersodico cursa com comprometimento de células dendriticas
e macrofagos, que participam da imunidade inata; essas células aumentam a
expressao de moléculas classicamente pro-inflamatérias, como IL-1, e reduz a
producgéo das anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) (Binger et al., 2015; Muller et al., 2019).

Altos indices de sal também sao capazes de interferir na imunidade especifica,
pois também existe uma relacdo entre essa condicdo e a ativacdo de linfocitos
secretores de citocinas pro-inflamatdrias, inclusive a interleucina-17. Esses linfocitos,
chamados de células Th-17, estdo envolvidos em processos de apoptose de células
da glia, com aumento de eventos inflamatorios (Giachello et al., 2010); quando Th-17
sdo ativados sob condigdes hipersodicas, assumem atividade relacionada a génese
de doencgas, como o desenvolvimento de doengas autoimunes, pois sodio elevado &
capaz de ativar uma via imunolégica importante, a p38/MAPK, envolvendo o fator
nuclear 5 de ativagao de células T, ou NFATS ( Wenzel et al., 2019; Kleinewietfeld et
al., 2013; Lee et al., 2012).
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7

Esse dado é ratificado pelos resultados de pesquisas em modelos
experimentais, quando dieta rica em sal é associada a doengas autoimunes, como o
desenvolvimento de encefalite autoimune e agravamento da esclerose multipla
(Kleinewietfeld et al., 2013; Farez et al., 2015).

Portanto, além de estar envolvidos na etiologia da hipertens&o arterial, niveis
de sodio também se associam a alteragdes no funcionamento do sistema imunolégico
de forma sistémica, seja em seu componente inato ou adquirido.

Contudo, ndo so6 hipertensao arterial e alteragdes nas respostas imunolégicas
sdo consequéncias de dieta hipersddica; também encontramos estudos que
relacionam alta ingestao de sodio com disfungdes em outros sistemas.

Existem evidéncias de que consumo elevado de sal durante a gestacédo tem
relagdo com o desenvolvimento de autismo, uma condigdo do desenvolvimento
neurologico, sem causa definida, mas associada a fatores genéticos e ambientais. A
relagédo entre sal e autismo também foi associada a alteragdes da microbiota intestinal
da gestante, em consequéncia a dieta hipersddica dessa mée (Choi et al., 2016; Afroz
and Alvina, 2019).

Em 2018, um estudo mostrou associagao entre teor elevado de sal e alteragdes
nas glicoproteinas da membrana plasmaticas, nas células do musculo liso (Bkaily et
al., 2018), enquanto uma meta-analise conduzida por Jurgens & Graudal (2002)
observou associagao entre dieta rica em sal e variacdo nas taxas de colesterol
sanguineo, quando individuos que se submeteram a uma dieta com teor de sodio
diminuido, tiveram mais éxito em reduzir sua colesterolemia do que individuos
consumindo altos teores de sal. Até mesmo o desempenho académico de estudantes
da fase fundamental foi influenciado pela quantidade de sal ingerido (Bleiweiss-Sande
et al., 2019).

1.4 Analises clinicas e sua relevancia

Para avaliar o estado de saude de um paciente ou para diagnosticar uma
doenga podemos realizar um conjunto de testes ou exames, que podem utilizar desde
meétodos invasivos, como se faz na videolaparoscopia, ou métodos pouco invasivos,

como na obtencdo de imagem (raios X, ressonancia magnética, tomografia
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computadorizada) ou nas analises clinicas (Denes et al., 2008; Di lorgi et al., 2012;
Rubin, 2014).

Analises clinicas sdo um conjunto de exames realizados a partir de uma
amostra biolégica do paciente (sangue, wurina, liquido sinovial, liquido
cefalorraquidiano, etc.) que fornece informagdes sobre um processo metabdlico do
organismo, sobre o funcionamento de um 6rgdo, sobre a capacidade de reacgéo
imunoldgica, sobre a presenca de um agente patogénico ou mesmo sobre a presenga
de um tumor (De Castro et al. 2001; Di lorgi et al., 2012).

A diversidade de exames oferecidos também reflete a diversidade de principios
utilizados, que vao desde métodos classicos, como a coloragcdo de Gram, usada em
microbiologia desde o século XIX, até meétodos sofisticados em biologia molecular
(Brasil, 2001; Morley, 2014).

De acordo com a diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia, o diagndstico
da hipertensao arterial se inicia com a afericdo da pressao arterial, no consultério e
fora dele, além da investigagdo de lesGes a 6rgaos-alvo e da presencga de doencgas
associadas. Portanto, os exames laboratoriais s&o imprescindiveis para o diagnostico
da hipertensdo e para o acompanhamento do paciente hipertenso (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2009).

Ainda, o acompanhamento de um paciente através de exames laboratoriais
mostra-se importante especialmente quando ainda ndo ha manifestagédo de sinais ou
sintomas que fagam o clinico suspeitar de alguma doenga. A triagem laboratorial é
eficaz e barata para apontar um dano futuro, um progndstico, quando o dano ainda

nao aconteceu.



30

2. Justificativa

Sabemos, portanto, que a hipertensao arterial € uma doencga historicamente
conhecida, com desenvolvimento e abordagem terapéutica classicos, mas continua
sendo uma preocupagao em saude publica, talvez porque sua etiologia ndo esteja
completamente compreendida. Ainda existem lacunas no conhecimento das
alteragcdes metabdlicas da hipertensao, para além dos eventos cardiocirculatérios.

Sabemos, também, que a fisiologia é unica para cada individuo e o porqué de
diferentes reagcdes a um mesmo estimulo n&o esta completamente esclarecido.

Uma forma eficiente, economicamente acessivel e minimamente invasiva de
avaliar alteragdes metabdlicas € através de exames em analises clinicas, onde testes
de bioquimica, hematologia e sorologia podem apontar inconsisténcias na fisiologia
de um 6rgao ou de uma via metabodlica, mesmo antes do estabelecimento da doenca.

Contudo, apesar de haver uma relagdo ja bem estabelecida entre o consumo
de sal e a hipertensdo, sdo raras as publicacbes que avaliam as alteracdes
metabdlicas identificadas por dosagens séricas bioquimicas e imunosoroldgicas, em
consequéncia da ingestdo aumentada de sodio, especialmente comparando
variagdes de resultados entre individuos.

Por isso, este estudo se propde a realizar um protocolo ja padronizado para
induzir hipertensao em ratos recém desmamados, que é o procedimento experimental
de sobrecarga de sodio, e a partir disso, investigar a relagao entre os resultados das
dosagens bioquimicas e imunosorologicas, em liquidos biologicos, e a relagdo com
alteracbes metabdlicas secundarias a condigdo hipersddica e suas possiveis
variagdes entre linhagens diferentes de ratos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar se o protocolo de ingestdo de salina
0,3M, para instalagdo de hipertensao arterial em ratos recém desmamados interfere
em parametros cardiovasculares, morfoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos, nas

linhagens Wistar e Holtzman.

3.2 Objetivos especificos

Mais especificamente, este trabalho objetiva avaliar se a sobrecarga de sodio,
pos desmame, pode afetar:
- a pressao arterial média e a frequéncia cardiaca de animais;
- a producéo de citocinas IL-4, IL-10, IL-6 e TNF em amostras bioldgicas;
-a dosagem bioquimica de marcadores de fung¢édo renal (acido urico, ureia e creatinina)
e fungao hepatica (AST, ALT, bilirrubina total e fragbes) no sangue coletado;

-a avaliagao bioquimica da glicemia plasmatica.
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4. Metodologia
4.1 Animais

Foram utilizados ratos das linhagens Holtzman e Wistar, fornecidos pelo
Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Goias (UFG) e pelo Biotério Central da UFG,
respectivamente. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Federal de Goias (CEUA-023/15).

Os animais foram mantidos com agua e ragao granulada ad libitum em

ambiente com temperatura e umidade controlados e ciclo claro/escuro de 12:12 horas.

4.2 Tratamento com sobrecarga de sodio na fase pds-natal

Os animais com 21 dias de vida foram desmamados e divididos em dois grupos:
controle (n=5) e experimental (n=10). O grupo controle recebeu agua e o grupo
experimental recebeu somente salina hipertonica (NaCl 0,3 M) durante 60 dias,
caracterizando o periodo de tratamento.

Apos esse tratamento, iniciou-se o periodo de 15 dias de recuperag¢ao, quando
foi retirada a salina dos experimentais e foi ofertado agua para ambos os grupos.

Logo apos, ambos os grupos, controle e experimental, recebem oferta de agua
e salina hiperténica, por 5 dias, determinando o periodo onde se avalia o apetite ao

sodio dos animais.

4.3 Pletismografia de cauda

Os animais foram acomodados em um contensor de madeira e um manguito
de borracha, acoplado a um esfignomanémetro, foi posicionado na por¢ao proximal
da cauda. Um transdutor de pulso foi posicionado préximo ao manguito e os sinais de
pulso foram amplificados (PowerLab; ADInstruments, Colorado Springs, CO, EUA) e
digitalizados (LabChart; AD Instruments, Colorado Springs, CO, EUA), conforme
descrito na literatura (Fink, 2017; Wilde et al., 2017).
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4.4 Coleta de urina

Foram coletadas amostras de urina onde os animais acondicionados em
gaiolas metabdlicas, com livre oferta de racdo e liquido (salina hipertonica para o
grupo experimental e agua para o grupo controle), permaneceram por um periodo de
24 h apos aclimatacao prévia. As urinas acumuladas em béqueres foram analisadas
quanto ao volume e quanto aos parametros do EAS, com tiras proprias (tiras de urina
Bayer Multistix® 10SG), de acordo com as normas do fabricante. A urina foi coletada

aos 15, 45 e 60 dias de tratamento.

4.5 Coleta de sangue

Ao final dos procedimentos, os animais foram profundamente anestesiados
com tiopental (Thiopentax®) (80mg/por peso corporal) e, a seguir, eutanasiados para
coleta de sangue, conforme protocolos em vigor a época do procedimento.

Amostras de sangue foram distribuidas em tubos sem anticoagulante (para
obtengdo de soro) e outros com anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetra-
acético) ou fluoreto de sddio. Os tubos com sangue foram centrifugados a 220G
durante 10 minutos, em temperatura de 4°C, para a separacao da parte liquida, que
foi pipetada cuidadosamente e aliquotada em eppendorfs, sendo estes
acondicionados no freezer -80°C até as dosagens.

4.6 Analises bioquimicas e hematologicas
O soro, o plasma, o sangue total e a urina dos animais foram analisados no

Laboratdrio Analises Clinicas da PUC Goias, na sec¢ao especial para analises animais.

4.6.1 Avaliagao dos eletrdlitos na urina

A dosagem de eletrolitos cloreto, calcio, magnésio e fosfato foi realizada na
secao especial para analise animal, do Laboratério de Analises Clinicas da PUC
Goias, seguindo as instrugbes dos manuais dos kits reagentes e as leituras das
absorvancias foram realizadas em espectrofotdbmetro, usando comprimentos de onda

indicados em cada protocolo.
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4.6.2 Avaliagao dos parametros bioquimicos do soro e plasma

A determinagéo de glicemia, triglicérides, colesterol total, lipoproteina de alta
densidade (HDL-c), lipoproteina de baixa densidade glicose (LDL-c), bilirrubina total,
bilirrubina n&o conjugada, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), ureia, acido urico e creatinina foram realizada utilizando kits
comerciais enzimaticos colorimétricos (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, Brasil)
e as leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro 340 a 510 nm.
Os testes foram realizados em duplicata.

As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDLc) foram determinadas de
forma indireta conforme Friedewald (1972), semelhante a determinagdo em amostras

humanas.

4.7 Pesquisa de citocinas

As interleucinas (IL) foram pesquisadas por Elisas manufaturas, realizadas no
Laboratério de Experimentagdo Animal, PUC Goias. A dosagem das citocinas foi
avaliada em placas de 96 pocgos (Jetbiofil) sensibilizadas com o anticorpo especifico
(anticorpo de captura) para cada citocina. Estes anticorpos foram diluidos em tampao
de carbonato pH 9,0 e incubados por 24 horas a 4°C. Ao fim deste tempo, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS Tween e bloqueadas com solugédo de bloqueio (3%
de Soro Bovino Fetal em PBS) a Temperatura ambiente (T.A) por 1 hora.
Posteriormente, as placas foram novamente lavadas por 3 vezes com PBS-Tween,
seguindo-se da adigdo das amostras (plasma) e dos respectivos padrdes de cada
citocina analisada, que foram adicionados em duplicata na placa (80 uL/po¢o), sendo
esses padrdes diluidos em 80 yL de PBS1X/SBF 3% (diluicdo seriada) e incubados
por 2 horas em T.A. Apds esse periodo, as placas foram lavadas 5X com PBS-Tween,
adicionados anticorpos biotilinados especificos de cada citocina e incubados por mais
1 hora.

Ao término do tempo, apds lavagem da placa, acrescentou-se 80 pL/pogo do
conjugado estreptoavidina-peroxidase e incubou-se por mais 30 minutos em T.A. Em
seguida, as placas foram lavadas 10X com PBS-Tween, e foi adicionado 50 uL/pogo
de tetrametilbenzida (TMB) e incubadas por 10 a 15 minutos em T.A.

A reacéo foi finalizada com a adi¢do de 20 pL de H2SO4 2N (Acido Sulfarico). A
leitura das placas foi realizada em leitora de ELISA (MULTISKAN), no setor de
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imunologia do LAC PUC Goias, utilizando filtro a 450nm com filtro de referéncia
620nm.

4.8 Pesquisa de 6xido nitrico (NO) no plasma pelo método de Griess

A reagdo de Griess € um meétodo colorimétrico indireto com medi¢cao
espectrofotométrica de nitritos organicos, detectados e analisados pela formagéo de
um produto de coloragao vermelho rosado com adigao do reativo de Griess. O método
nao permite a dosagem de nitratos diretamente na amostra, por isso, foi realizado nas

amostras plasmaticas o processamento pelo sistema cadmio-cobre.

Em uma placa de 96 pocos, adicionou-se 50 L de meio RPMI completo nas
colunas 1 e 2. Na Linha H dessas colunas, adicionou-se mais 40 yL do meio completo
e 10 pL da solugao de estoque de nitrito. Foi feita entdo uma diluigdo seriada nesses

pocos, sendo que os pocos A1 e A2 da placa foram utilizados como branco.

Nas demais colunas e linhas, adicionou-se 50 yL das amostras (processadas
previamente) em duplicata. Em todos os pogos da placa adicionou 50 uL do reativo
de Griess (1,0% sulfanilamida, 0,1% Naphthyl ethylenediamina em 2,5% de acido
fosforico). Agitou gentilmente a placa e aguardou 10 minutos. Posteriormente, em uma

leitora de microplacas, a leitura foi feita em comprimento de onda de 550 nm.

4.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + EPM (erro padrdo da média)
e foram analisados usando o programa Graph-PadPrism Sophtware versao 6.05 (Inc.
San Diego, CA, USA), utilizando teste t ndo pareado, ANOVA de uma ou duas vias
para medidas repetitiva, quando necessario. Os valores foram considerados
significativos quando o p foi menor que 0,05.
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5. Resultados

Todos os dados coletados durante e apds o tratamento e recuperacao,
seguindo a metodologia ja descrita, foram analisados e os resultados demonstrados

a sequir.

5.1 Ganho de peso e consumo de ragao em ratos Holtzman submetidos a tratamento

com dieta hipersddica

O peso dos animais, a quantidade de ragcdo e o volume de liquido ingeridos
foram aferidos diariamente.

Ao final do tratamento, os animais Holtzman experimentais tiveram uma menor
média semanal no ganho de peso, comparados aos controles, com significancia
estatistica (Controles: 8,933 + 0,383 g e Experimentais: 7,060 + 0,443 g), como
demonstrado no grafico 1. Contudo, ndo houve diferenga significativa (p > 0,05)
quanto a quantidade média semanal de ragéo ingerida, apesar de os experimentais
consumirem menos (Controles: 33,91 £ 2,542g e Experimentais: 32,50 + 3,0 g),

conforme o grafico 2.

400 - Controles ()

Experimentais @)

300 -

200 -

Peso corporal (g)

100 -

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77
I 1 | |

i}
Tratamento Recuperacgéo

Tempo (dias)

Grafico 1: Ganho de peso, em gramas, de ratos Holtzman controles (n=10) e
experimentais (n=15), em tratamento com salina hiperténica por 60 dias, apds o
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desmame. Os dados foram expressos em meédia + EPM e analisados por Two Way

ANOVA. *p<0,05 quando comparados aos controles.
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Grafico 2: Quantidade média de ragao ingerida, em gramas, por ratos Holtzman
controles (n=10) e experimentais (n=15), em tratamento com salina hiperténica por 60
dias, apds o desmame. Os dados foram expressos em média £ EPM e analisados por
Two Way ANOVA (*p<0,05).

5.2 Ingestéo de liquidos de ratos Holtzman submetidos ao tratamento hipersodico pos-

natal

O grafico 3 abaixo mostra que os animais experimentais Holtzman ingerem, em
meédia, maior quantidade de liquido que seus controles (Experimentais: 94,92 + 5,99
mL vs Controles: 41,83 £ 3,19 mL, p < 0,001).
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Grafico 3. Ingestdo média semanal de liquidos de ratos Holtzman controles (n=10) e
experimentais (n=15) tratados com salina hipertonica, apos o desmame. Os dados

foram expressos em média £ EPM e analisados por Two Way ANOVA, *p<0,05.
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5.3 Pletismografia de cauda de ratos Holtzman

Ao término do tratamento, os animais da linhagem Holtzman foram submetidos
a pletismografia de cauda, que revelou que os experimentais ndo apresentavam

alteracao significativa de pressé&o arterial, em relacdo aos controles (grafico 4).
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Grafico 4. Presséo arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) em batimentos
por minuto (bpm) de ratos Holtzman tratados com salina hipertonica, apds o
desmame. Dados em média + EPM, analisados pelo teste t ndo pareado. N&o houve

diferenga significativa entre os grupos controle e experimental.

5.4 Analise bioquimica de ratos Holtzman tratados com salina hiperténica

Soro e plasma dos animais dos grupos Holtzman controle e experimental foram
analisados para diversos parametros bioquimicos, quais sejam, glicemia, ions
(magnésio, calcio, cloro, ferro, sédio e potassio), proteinas totais, albumina, lipase,
perfil lipidico, provas de fungao hepatica, provas de funcao renal, além de Proteina C-
reativa (PCR). Contudo, apenas sodio e creatinina se mostraram estatisticamente
diferentes entre controles e experimentais. Sendo creatinina (Experimental: 0,27 *
0,07 mgAl vs Controle: 0,46 £ 0,04 mg/dl, p<0.05) e sédio sérico (Experimental: 148,3
+ 1,33 mmol/L vs Controle: 142,6 + 0,99 mmol/L, p<0,05), como demonstrado na

tabela 1 e nos graficos a seguir.
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Tabela 1. Analise bioquimica do soro e plasma de ratos Holtzman, tratados com salina

hipertonica, ao desmame

Analito Controle Experimentais P
média + EPM
Glicose (mg/dL) 187 £ 25,0 150 £+ 5,33 0,19
Colesterol total (mg/dL) 55,9 + 3,51 54,1 + 3,06 0,71
HDL (mg/dL) 12,0 £ 0,82 11,9+ 0,61 0,9
LDL (mg/dL) 28,69 + 2,50 26,25 + 2,04 0,47
VLDL (mg/dl) 15,2+ 2,05 16,0 + 2,43 0,8
Triglicerideos (mg/dL) 76,0 £ 10,3 80,0+ 12,2 0,8
AST (U/L) 113,9 + 8,12 128,1+ 20,3 0,5
ALT (U/L) 51,44 + 2,38 45,63 + 2,52 0,11
Fosfatase alcalina (U/L) 444 + 29,9 460,0 £ 31,1 0,72
Creatinina (mg/dl) 0,463 + 0,04 0,272 + 0,06 0,02*
Uréia (mg/dl) 48,33 + 2,27 43,63 + 2,06 0,15
Magnésio (mmol/L) 2,83 + 0,13 2,81+ 0,07 0,88
Calcio (mmol/L) 10,79 £ 11,47 10,45+ 0,19 0,36
Cloro (mmol/L) 96,33+ 0,8 97,13+ 0,93 0,52
Ferro (mmol/L) 168,2 + 12,9 180,9 + 7,34 0,42
Potassio (mmol/L) 5,17 + 0,33 5,16+ 0,15 0,98
Saédio (mmol/L) 142,6 + 0,99 148,3 + 1,39 0,03*
PCR (mg/dl) 0,23 + 0,02 0,2+ 0,0 0,2
Proteinas totais (g/dl) 6,49 + 0,21 6,49+ 0,6 0,99
Albumina (g/dI) 3,79 + 0,07 3,65+ 0,03 0,12
Amilase (U/L) 798,6 £ 33,5 7440 + 21,7 0,22

*p <0,05
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Grafico 5. Resultados de creatinina sérica de ratos Holtzman controle (n=9) e
experimentais (n=8) tratados com salina hiperténica, apés o desmame. Média dos
valores, com EPM representados por barras verticais. A média dos valores dos

experimentais foi significativamente diferente da média dos controles, com p < 0,05.
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Grafico 06. Resultados de sodio sérico de ratos Holtzman controle (n=9) e
experimentais (n=7) tratados com salina hipertdnica, apés o desmame. Média dos
valores, com EPM representados por barras verticais. A média dos valores dos

experimentais foi significativamente diferente da média dos controles, com p < 0,05.

5.5 Avaliagdo hematoldgica em ratos Holtzman tratados com salina hipertonica.

Ao final do periodo de recuperagao, sangue total foi coletado do ventriculo
cardiaco esquerdo, em seringa heparinizada, aliquotado e armazenado em geladeira,
para realizacdo do hemograma automatizado. Os parédmetros encontrados sao
demonstrados a seguir, sendo que nao houve diferenga estatisticamente significativa

entre os grupos.
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Tabela 2. Parametros hematologicos da série vermelha de ratos Holtzman tratados
com salina hiperténica (Experimentais) e seus controles (p > 0,05)

Controles (n=7)

Experimentais (n=10)

Hemacias (108/ ul)
Hematécrito (%)
Hemoglobina (g/dl)
HCM

VCM

HCM

CHCM

RDW

Plaquetas (103%/ul)

Media £ EPM Média £ EPM
7,890 £ 0,14 8,126 £ 0,17
43,66 + 0,59 44,07 + 0,92
15,06 + 0,13 15,31+ 0,29
7,890 £ 0,14 8,126 £ 0,17
55,14 £ 0,40 54,30 + 0,67
19,07 + 0,23 18,88 + 0,22
34,46 + 0,26 34,80 = 0,31
12,27 + 0,24 12,27 + 0,25
797,9 £ 33,61 710,0 £ 59,87

Tabela 3. Parametros hematoldgicos da série branca de ratos Holtzman tratados com
salina hipertdnica (Experimentais) e seus controles (p > 0,05)

Controles (n=7)

Experimentais (n=10)

Leucdcitos (103/mm3)
Linfécitos (%)
Monécitos (%)
Neutréfilos (%)
Eosinéfilos (%)

Baséfilos (%)

Média £ EPM Media £ EPM
6,829 £ 0,82 6,430 + 0,84
83,26 £ 12,33 95,36 + 0,38
0,7429 £ 0,14 0,7800 £ 0,13
3,343 + 0,26 3,610 £ 0,27
0,2143 £ 0,04 0,100 + 0,03
0,1571 £ 0,02 0,1500 + 0,05
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5.6 Dosagem de citocinas e de oxido nitrico (NO) em ratos Holtzman tratados com
dieta hipersddica

Em seguida foi avaliada a resposta inflamatoéria, em ratos Holtzman tratados,
através da detecgao da producao de NO e interleucinas: IL-4, IL-6, IL-10 e TNF.

Na dosagem sérica de NO, ndo houve diferenga significativa entre o grupo
controle e o grupo experimental. A média encontrada no grupo experimental foi de
2,5722 uM (£ 2,3171) de nitrito, ja a média do controle foi de 1,7086 yM (£ 0,5901)
com o valor de p= 0,59, demonstrado abaixo.

OXIDO NiTRICO

nitrito [pM]

Grafico 07: Dosagem de oOxido nitrico pelo método de Griess, em soro de ratos
Holtzman, controles (n=8) e experimentais (n=12) expressos em meédia + EPM, com
p>0,05.

A analise das interleucinas também evidenciou que nao ha alteracdes
significativas entre o grupo controle e o experimental de ratos Holtzman tratados com
salina 0,3 M. Em relagdo as interleucinas IL-6 e TNF, obtivemos os seguintes
resultados: A média do grupo experimental da IL-6 foi de 0,0294 ng/mL (x 0,0536), e
a média do grupo controle foi 0,01699 ng/mL (+ 0,0065) sendo o valor de p= 0,31, n&o
significativo. As concentragdes detectadas de TNF, tanto no grupo controle como no
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grupo experimental, sdo estatisticamente iguais, além de nenhuma concentragéo de
TNF estar acima do limiar padrao (0,0016 ng/mL) (Grafico 08).

IL-6 TNF
0.05- 0.0020-
0.041 | 0.0015-
- 0.034 -
% ?Em 0.0010-
€ 0.02- — €
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0.00 , 0.0000 r
< <
& &
o°° s

Grafico 08 - Analise das interleucinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF) por ELISA em

soro de ratos Holtzman, controle (n=6) e experimental (n=19), com p > 0,05.

As interleucinas anti-inflamatérias, IL-10 e IL-4, resultaram nos seguintes
dados: O grupo experimental da IL-10 obteve média de 0,0732 ng/mL, sendo que n&o
houve detecgdo de nenhuma concentragao superior ao limiar padrao (0,0732 ng/mL),
ja a média do grupo controle foi de 0,0849 ng/mL (x 0,0231), com valor de p=0,19,
nao sendo significativo. O grupo experimental da IL-4 apresentou média de 0,0191
ng/mL (£ 0,0175), o grupo controle apresentou média de 0,0135 ng/mL (£ 0,0041),
sendo p=0,94, nao significativo (Grafico 09).
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Grafico 09 - Analise das interleucinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4) por ELISA, no
soro de ratos controle (n=8) e experimental (n=12), expressos em média + EPM, com

p > 0,05.

5.7 Analise de urina de ratos Holtzman em tratamento com salina hipersddica

5.7.1 Volume urinario e de ingestao

Durante a fase de tratamento, foram coletadas amostras de urina de 24 horas
em gaiola metabdlica, aos 30, 45 e 60 dias. Foi feita a mensuragao dos volumes, além
da analise com fita para urina Bayer Multistix® 10 SG e a dosagem dos eletrolitos. O
volume urinario dos animais esta descrito no Grafico 10, e comparado por intervalo de

tempo de tratamento.

O volume médio de urina dos experimentais foi maior que dos controles para
todos os intervalos de tempo analisados, com p < 0,05. Aos 30 dias de tratamento, o
volume urinario médio do controle foi de 8,67 + 2,404 ml, enquanto o do grupo
experimental foi 34,57 + 6,838 ml. Com 45 dias de tratamento, a média do volume de
urina para o grupo controle foi de 5,133 + 2,772 mL e de 85,71 + 11,10 mL para o



47

grupo experimental, com p < 0,05. Ja aos 60 dias de tratamento, a média do volume
urinario do grupo controle foi de 1,917 + 1,56 mL, enquanto para o grupo experimental
foi de 152,9 + 14,09 mL (p < 0,05).
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Grafico 10. Volume de urina em 24 horas, de ratos Holtzman controles (C) e

experimentais (E), aos 30, 45 e 60 dias de tratamento com salina hiperténica.

Durante a coleta de urina de 24h, em gaiola metabdlica, também foi aferido o
volume de liquido ingerido pelos animais. Conforme descrito no grafico 11, a seguir, o
volume médio ingerido pelos experimentais foi maior que o ingerido pelos controles,

com p < 0,005, também em todos os periodos.
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Grafico 11. Volume de liquidos ingeridos em 24h, em gaiola metabdlica, de animais

controles (C) e experimentais (E) Holtzman, em tratamento com dieta hipersddica.

5.7.2 Analise quimica da urina de Holtzman tratados com salina hipertonica, usando
urofita com 10 parametros

A avaliagdo da urina, com urofita Bayer Multistix® 10SG, mostrou que os
parametros nitrito, urobilinogénio, bilirrubina e glicose foram negativos para todos os
animais. Dentre parametros que resultaram positivo temos leucdcitos, proteina e
cetonas. Ja os valores para o pH e para densidade apresentaram valores variaveis,

como descrito na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados dos parametros da urofita Bayer Multistix® 10SG em urina de

24h, em ratos Holtzman controles (C) e experimentais (E) tratados com salina

hipertonica

Animal Leuc? Nitr?

Protd

pH Sangue Densd®

Cetonas Bilirf

Glic?

Cs

Cs

Es

Ea

Es

Ee

Es

Eo

E1o

1+

1+

2+

2+

2+

1+

2+

1+

2+

3+ 8,0
3+ 8,5
- 6,5
- 6,5
- 8,5
- 6,5
- 7,0
- 7,0

- 6,5

1020

1010

1030

1030

1015

1030

1030

1030

1030

1+

1+

a: leucécitos; b: nitrito; ¢: urobilinogénio; d:

5.7.3 Analise bioquimica da urina de 24h, colhida em gaiola metabdlica, de

Holtzman em tratamento com salina hipertbnica

proteinas; e:densidade; f:bilirrubina; g: glicose; (-): negativo

ratos

O grafico 12 mostra os valores médios de pH da urina de 24h, de ratos

Holtzman, para grupos controle (C) e experimentais (E), tratados com salina

hiperténica, aos 30, 45 e 60 dias. No primeiro intervalo de tempo, os valores para C e

E foram, respectivamente, 7,500 + 0,2887 e 7,143 = 0,09221, sem significancia
estatistica. Aos 45 dias, os valores s&o 7,833 + 0,4410 e 7,000 + 0,1890 para C e E,
com p > 0,05; ja aos 60 dias de tratamento, o pH do grupo controle foi 8,250 + 0,2500,

com diferencga significativa (p < 0,05) do pH dos experimentais que foi 6,857 + 0,2103.
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Grafico 12. Média dos valores de pH urinario de ratos Holtzman C (controle) e
E(experimental), em protocolo com salina hipertbnica, aos 30, 45 e 60 dias de

tratamento.

Quando foi avaliada a média da densidade urinaria dos ratos tratados com
salina hipertbnica, foi encontrada variagao significativa, com p <0,05, entre controles
(1023 + 3,333 mg/dL) e experimentais (1029 £ 0,7143 mg/dL), logo aos 30 dias de
tratamento. Aos 45 dias, a densidade do controle foi 1013 + 4,410 mL e dos
experimentais 1030 + 0,0 mg/dL, com p < 0,01. Igualmente, aos 60 dias houve
diferenca significativa (p < 0,05), pois a densidade dos controles foi 1015 £ 5,0 mg/dL
e do grupo experimental foi 1028 + 2,143 mg/dL, como demonstrado no grafico 13.
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Grafico 13. Valores da média da densidade, em urina de 24h, nos dias 30, 45 e 60 do
tratamento, para ratos Holtzman, grupos controle (C) e experimental (E), em protocolo
de salina hipertbnica

5.7.4 Avaliagado de ureia, creatinina e eletrolitos na urina de ratos Holtzman sob
tratamento hipertonico

Na sequéncia da analise urinaria, a tabela a seguir compara as médias, e seus
EPMs, dos eletrdlitos calcio, magnésio, fosfato e cloro dos Holtzman tratados, quando
observamos que fosfato e cloro divergem entre controles e experimentais, de forma

estatisticamente significativa.
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Tabela 5. Eletrolitos urinarios em ratos Holtzman tratados com salina hipertdnica, apés

o desmame

Eletrdlito (mmol/L) Controles Experimentais p
Média + EPM

Calcio 2,20 +1,16 2,23+ 0,47 0,93

Magnésio 1,75 + 0,09 1,92 + 0,08 0,17

Fosfato 8,17 + 2,21 2,56 +1,17 0,05

Cloro 81,17 £ 15,1 193,0 + 3,64 0,0004

Também para os ratos Wistar, foram coletados dados durante e apds o
tratamento e recuperacao e os resultados estdo descritos a seguir.

5.8 Acompanhamento de ganho de peso e consumo de ragdo em ratos Wistar
submetidos a tratamento com dieta hipersodica

Verificamos o ganho de peso corporal destes animais durante todo o protocolo,
como pode ser observado no Grafico 14. O grupo experimental apresentou peso
médio menor que a média do grupo controle (Experimental Wistar: 133,0 + 8,6 g vs.
Controle Wistar: 175,9 + 8,5 g, p<0,05). Durante o periodo de recuperagao os animais
experimentais tendem a recuperar o peso, mas ndo conseguem obter os mesmos
valores dos animais controles (Experimental Wistar: 239,1 + 11,8 g vs. Controle
Wistar: 291,8 + 4,7 g, p<0,05).
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Grafico 14. Peso corporal de ratos Wistar controles e experimentais, submetidos ao
tratamento com salina hiperténica. Os dados foram expressos em média + EPM e

analisados por Two Way ANOVA. *p<0,05 quando comparados aos controles.

No Grafico 15, podemos observar a ingestdo de ragdo dos ratos Wistar. Os
animais do grupo experimental ingerem menos ragdo em relagdo ao grupo controle
no periodo do tratamento (Experimental Wistar: 13,6 + 0,8 g vs. Controle Wistar: 17,9
+ 0,8 g, p<0,05), ja no periodo de recuperagéo a ingestdo se assemelha em ambos

os grupos (Experimental: 20,3 + 0,6 vs. Controle: 19,7 + 0,3 g).
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Grafico 15. Ingestdo média de ragcdo de ratos Wistar, durante o tratamento e
recuperacéo de controles (n=9) e experimentais (n=19). Os dados foram expressos
em média + EPM e analisados por Two Way ANOVA. *p<0,05 quando comparados

aos animais controle.

5.9 Ingestao de liquidos em ratos Wistar sob tratamento hipersédico

Os animais Wistar submetidos a uma sobrecarga de sodio durante a fase pos-
natal ingerem mais liquido durante o tratamento quando comparados com o grupo
controle (Experimental Wistar: 84,3 + 3,9 ml vs. Controle Wistar: 33,0 + 1,6 ml, p<0,05),
conforme observado no Grafico 16. No periodo de recuperagao, os valores nao se
diferem muito (Experimental Wistar: 35,2 + 1,9 ml vs. Controle Wistar: 38,7 £ 2,0 ml,

p<0,05). Estes dados foram apresentados em quantidade média ingerida por semana.
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Grafico 16. Ingestao diaria de fluidos durante o tratamento e recuperagéo, de ratos
Wistar controles (n=9) e experimentais (n=19). Os dados foram expressos em média
+ EPM e analisados por Two Way ANOVA. *p<0,05 quando comparados aos animais

controle.

5.10 Pletismografia de cauda de ratos Wistar

Ap0s o final do periodo de recuperacéo, também foi realizada a pletismografia
de cauda do grupo Wistar, para verificar a presséo arterial (PAS) e a frequéncia
cardiaca (FC) dos animais. Podemos observar, pelo grafico 17, que os animais do
grupo experimental apresentaram um aumento significativo na PAS (Experimental
Wistar: 159,9 + 5,2 mmHg vs. Controle Wistar: 149,7 + 3,2 mmHg, p<0,05) e na FC
(Experimental Wistar: 412,9 £ 7,7 bpm vs. Controle Wistar: 375,7 £ 12,9 bpm, p<0,05),
gquando comparados aos controles.
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Grafico 17. PAS e FC dos ratos Wistar ao final do periodo da recuperagcdo do
tratamento com salina hiperténica. Os dados foram expressos em média + EPM e
analisados pelo teste t ndo pareado. *p<0,05 quando comparados aos animais

controle.

5.11 Analise Bioquimica de ratos Wistar tratados com salina hiperténica

O soro obtido dos animais Wistar também foi avaliado para diversos parametros

bioquimicos e os resultados estdo demonstrados a seguir.

Na Tabela 6, observam-se os marcadores bioquimicos para funcéo renal dos
animais Wistar dos grupos experimental e controle. Os animais experimentais
apresentaram niveis significativamente menores de creatinina sérica em relagcéo ao
grupo controle (Controle: 0,96 + 0,02 mg/dl e Experimentais: 0,68 + 0,004 mg/dl),
enquanto a ureia circulante, nos experimentais foi maior que os controles (Controle:
44,39 £ 0,32 mg/dl e Experimentais: 49,5 £ 0,69 mg/dl). Os valores médios de acido
urico se mantiveram também elevados nos experimentais, contudo, sem diferenga

estatistica (Controle: 1,72 £ 0,12 mg/dl Experimentais: 1,76 + 0,15 mg/dl).
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Tabela 6. Marcadores bioquimicos para fungdo renal dos animais Wistar

experimentais e controles, sob tratamento com salina hipertonica, apés o desmame.

Controles (n=5)

Experimentais(n=7)

Média £ EPM Média £ EPM i
Creatinina (mg/dl) 0,96 + 0,02 0,68 + 0,004 < 0,001
Ureia (mg/dl) 44,39 + 0,32 49,5 + 0,69 < 0,001
Acidodrico (mg/dl) 1,72+ 0,12 1,76 £ 0,15 0,83

A Tabela 7 traz o perfil lipidico dos ratos Wistar Controle e Experimentais,

submetidos ao protocolo de salina hiperténica, revelando diferenga com significado

estatistico entre os grupos para todos os parametros analisados.

Tabela 7. Perfil metabdlico, com lipidograma e glicemia dos animais experimentais e

controles, em protocolo de ingestdo de salina hipertdnica, apos o desmame.

Controles Experimentais
Média £ EPM Média * EPM ’
GLICOSE (mg/dl) 83,63+ 0,42 1242 +7,2 < 0,005
TRIGLICERIDES (mg/dl) 71,63 +2,83 95,74 + 0,82 < 0,001
COLESTEROL (mg/dl) 61,94 + 6,57 75,48 + 0,97 < 0,001
HDL-c (mg/dl) 16,22 + 0,07 17,18 £ 0,13 < 0,001
LDL-c (mg/dl) 30,02+ 1,18 39,49 + 0,93 < 0,001
VLDL-c (mg/dl) 15,11 £ 0,50 19,08 £ 0,19 < 0,001
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Ja na Tabela 8, observa-se aumento significativo na atividade da alanina
aminotransferase (ALT) dos experimentais Wistar em relagdo aos seus controles, mas
nao mostrou diferencga significativa nos valores de aspartato aminotransferase (AST)
na mesma comparacgao. Para os valores de bilirrubina e suas fragcdes, observamos
um aumento estatisticamente significativo da bilirrubina total nos experimentais, muito
provavelmente devido ao aumento da bilirrubina indireta, apesar de p>0,05, uma vez

que a fracéo direta da bilirrubina foi menor nos experimentais que nos controles.

Tabela 8. Perfil bioquimico para fungcdo hepatica dos ratos Wistar experimentais e

controles, que foram submetidos a tratamento com salina hipertonica, pds natal.

Controles(n=5) Experimentais(n=7)

Média £ EPM Média £ EPM i
AST/TGO (Uh) 10,16 £ 0,29 9,15+ 0,68 0,268
ALT/TGP(UIL) 16,26 + 0,43 32,63+0,6 < 0,001
Bilirrubina total(mg/dl) 1,78 £ 0,008 2,04 £ 0,024 < 0,001
Bilirrubina direta(mg/dl) 0,438 £ 0,005 0,19 £ 0,024 < 0,001
Bilirrubina 1,35 + 0,006 1,70 £ 0,14 0,06

indireta(mg/dl)
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5.12 Dosagem das citocinas em ratos Wistar tratados com dieta hipersodica

Ao final do tratamento, o soro dos animais Wistar foi analisado para a pesquisa
das citocinas TNF, IL-4, IL-6 e IL-10, pela técnica de Elisa, conforme descrito na
metodologia.

A analise das interleucinas, contudo, ndo evidenciou alteragdes entre os grupos
controle e experimental Holtzman tratados com salina 0,3 M, conforme os graficos

abaixo.

A Elisa para IL-6 revelou concentragdes de 0,099 + 0,0406 ng/mL para os
controles e de 0,139 + 0,0627ng/mL para o grupo experimental, mas com p=0,44; na
pesquisa de IL-10 observamos valores de e 0,605 + 0,126 ng/mL para os controles e

de 0,651 00,47 para os experimentais (grafico 17).
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Grafico 18. Interleucinas IL-6 e TNF no soro de ratos Wistar controles e experimentais

tratados com salina 0,3M, expressos em média e EPM, com p > 0,05.
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A seguir, procedeu-se a analise das interleucinas classicamente pro-
inflamatdrias. IL-4 apresentou valores abaixo do limiar de detec¢cdo do ensaio, para
ambos os grupos, sendo, portanto, indetectavel. Ja IL-10 apresentou concentragéo
meédia de 0,605 + 0,126 ng/mL para o grupo controle e de 0,651 + 0,047 ng/mL para
o experimental, contudo sem relevancia estatistica (p=0,67), conforme o grafico 18

abaixo.
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Grafico 19. Dosagem de IL-10 sérica em ratos Wistar controles e experimentais

tratados com salina 0,3M, expressa em média e EPM, com p > 0,05.
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6. Discussao

Neste estudo, avaliamos o protocolo de instalagao de hipertensao arterial em
ratos Holtzman e Wistar, com a ingestdo de salina hiperténica (0,3 M), e as
consequéncias desse tratamento nos exames laboratoriais para funcdo hepatica,
funcdo renal, metabolismo de glicose e de lipideos, além do perfil imunosorolégico,

com a dosagem de interleucinas.

Dentre os protocolos experimentais conhecidos para induzir hipertenséo (Jr,
Jos and Salgado, 2001; Iwamoto, Kita and Katsuragi, 2005; Moreira et al., 2014),

usamos um protocolo ja validado, em ratos Wistar (Moreira et al., 2014).

Como descrito nos resultados, observamos que os ratos Holtzman
experimentais ingerem um volume maior de liquido, durante o tratamento, do que os
controles, que tém oferta de agua, reproduzindo os resultados, para Wistar, do
protocolo (Moreira et al., 2014; Melo, 2016). Isso porque a ingestao da salina aumenta

a osmolaridade do liquido extracelular, induzindo a sede.

Essa maior ingestdo de liquidos pode estar associada ao menor consumo de
racdo. Apesar de n&o observarmos diferenga estatisticamente significativa entre
experimentais e seus controles para a ingestao de ragéo, os experimentais Holtzman
consomem, em média, menos ragao que os controles, resultando em menor ganho de

peso dos experimentais que dos controles.

Contudo, ao contrario do esperado com o protocolo, a instalacdo da
hipertensdo nao foi observada quando submetemos ratos da linhagem Holtzman ao

tratamento salino.

Apesar de nao haver evidéncias na literatura de que ratos Holtzman sejam
resistentes ao protocolo de sobrecarga de sodio, estudos demonstram que animais
de espécies, ou mesmo de linhagens diferentes, apresentam respostas fisiologicas
diferentes ao mesmo estimulo. Holtzman sdo amplamente usados em protocolos para
estudo de outros modelos de hipertensdo, como renovascular (Blanch et al., 2014;
Barbosa et al., 2017; Melo et al., 2019) e hipertens&o espontanea (Bergon, 1976; M.
R. Melo et al., 2019), além de experimentos de comportamento ingestivo (Melo, 2016;
da Silva et al., 2019). Mas, n&o encontramos relatos do uso desses animais
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submetidos ao mesmo protocolo que usamos, quando a dieta hipersédica na fase pds-
natal estimula hipertensao arterial.

Em estudo conduzido com varias linhagens de ratos submetidos a um ambiente
de estresse, observaram que nem todas as linhagens desenvolveram hipertenséo
arterial; os autores concluem que as diferengas genéticas entre as linhagens
provavelmente expressam reacgdes neuroenddcrinas distintas frente a um mesmo
estimulo (Henry et al., 1993). Complementarmente, foram relataram diferencas na
producdo de angiotensina frente a estimulos de diferentes concentragdes de NacCl,
entre linhagens distinta de ratos (Meng et al., 1995).

Também foi verificado que ha respostas diferentes quando se observa a
influéncia do estresse sobre a analgesia em linhagens distintas de ratos (Woolfolk and
Holtzman, 1995); e que ha uma interagao parasita-hospedeiro diferente entre Wistar

e Holtzman expostos ao mesmo agente patogénico (Fabrino et al., 2011).

Portanto, podem existir diferengas no metabolismo de linhagens animais
distintas, o que pode ser uma hipétese sobre a diferenca comportamental em relagao
aos modelos animais usados (Woolfolk and Holtzman, 1995; Jr, Jos and Salgado,
2001; Broetto-Biazon et al., 2009). O que nos leva a concluir que a linhagem Holtzman
€ resistente a esse protocolo de inducao de hipertensao, e que esses animais tém um
metabolismo diferenciado do sédio, confirmando Holtzman et al., (1988) que chamam
a atencao para as diferengas do metabolismo e excre¢cdo do sodio entre linhagens
distintas de ratos.

Complementarmente, a analise bioquimica do soro dos Holtzman apresentou
variagao entre experimentais e controles apenas para creatinina e sodio séricos. Este
ultimo se mostrou elevado nos experimentais muito provavelmente em consequéncia
da ingestao de salina hiperténica (Experimental: 148,3 + 1,33 mg/dl vs Controle: 142,6
+ 0,99, p<0,05), ratificando o que foi discutido acima sobre variagdes no metabolismo
do sédio, nessa linhagem, e permitindo afirmar que Holtzman tém um metabolismo

diferenciado para indices aumentados de sodio.

Desse modo, e ainda tentando compreender a relagdo entre a sobrecarga de
sddio, os resultados da bioquimica do soro e 0 ndo desenvolvimento de hipertensao

arterial, seguimos para a analise da urina dos Holtzman.
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Avaliando as analises das urinas de 24h de ratos Holtzman, coletadas em
varias etapas do tratamento com salina hiperténica, quais sejam, aos 30, 45 e 60 dias
do tratamento, observamos, em primeiro lugar uma diferenga importante nos volumes
urinarios obtidos: os experimentais tem um volume urinario maior que seus controles,
em qualquer intervalo de tempo, sendo aos 30 dias, o volume médio de urina de 24h
dos controles 8,67 + 2,404 ml e dos experimentais de 34,57 + 6,838 ml; aos 45 dias,
controle 5,133 + 2,772 mL e experimentais 85,71 £ 11,10 mL (p < 0,05); e aos 60
dias, controle 1,917 £ 1,56 mL, enquanto experimentais foi de 152,9 + 14,09 mL (p <
0,05).

Os volumes urinarios refletem o volume de liquido ingerido pelos ratos,
enquanto estavam na gaiola metabdlica, quando os experimentais ingerem um volume
maior, em média, que os controles, com significAncia estatistica para todos os
periodos de tempo comparados. Esses dados repetem a situagao observada durante
todo o tratamento e discutida anteriormente, reforcando que animais em tratamento
com solugdo NaCl 0,3 M como unica fonte hidrica, ingerem volume maior que os

controles, que tem acesso a agua.

Procedemos ent&o a analise da urina de 24h dos ratos Holtzman, inicialmente
com uma triagem, através do uso de urofita com 10 parémetros. A leitura desses
resultados, contudo, foi de encontro as normas de controle de qualidade em analises
clinicas (SBPC, 2014). De modo que, apesar de gaiolas metabdlicas serem um modo
eficiente, pratico e ndo invasivo de obtencéo de urina, o fato de as amostras ficarem
um periodo tdo longo sem refrigeragao, fere o recomendado pelas normativas de
coletas, além de influenciarem parametros como pH, proteinas, nitrito e bilirrubina
(SBPC, 2014).

Um outro ponto importante ao se considerar urinas obtidas em gaiolas
metabdlicas € a contaminagdo com racido. Esse sedimento pode alterar parametros
como densidade e pH, pela composicdo quimica da rag&do. Contudo, o jejum é
desaconselhado por De Castro et al. (2014), pois a privagédo de alimento pode alterar

a diurese.

Assim, ao contrario do que € estabelecido em rotina para avaliagao de urina em
humanos, a urofita ndo € um método confiavel para examinar urinas de ratos, colhidas

em gaiolas metabdlicas.
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Continuando as analises urinarias, foram realizadas analises bioquimicas das
amostras dos animais Holtzman, quando observamos alteragdes na excreg¢ao de
creatinina e fosfato, que estdo diminuidos, enquanto ureia e cloro se mostram

aumentados, com diferengas significativas entre os experimentais e seus controles.

Para os ions fosfatos, observamos diminuigdo na urina de 24h dos
experimentais Holtzman, comparados aos controles, com p<0,05. O fosfato é
encontrado no organismo participando da estrutura de moléculas importantes, como
ATP (adenosina trifosfato), mas também é encontrado livre, em sua forma inorganica,
sendo a fonte para produgdo de macromoléculas que exigem esses ions em sua
estrutura. Taxas diminuidas de fosfato, na urina, podem refletir valores séricos baixos
(por ingestao ou absorcao insuficientes) ou sinalizar disturbios na reabsorgdo desse

mineral nos tubulos proximais do rim (Stoff, 1982; Yu and Lee, 1987).

Sédio, potassio e cloreto sdo os eletrdlitos mais relevantes na manutencao do
metabolismo (Shrimanker and Bhattarai, 2020), mas a taxa de ureia fornece valores
preditivos tdo relevantes quanto a natriuria, com a vantagem de sofrer menor
interferéncia dos indices de hidratagdo do organismo (Carvounis, Nisar and Guro-
Razuman, 2002; Lima and Macedo, 2018). Em nossos resultados, os experimentais

Holtzman excretam maiores taxas de ureia que os controles, com p<0,05.

A ureia é produzida no figado, a partir do metabolismo de proteinas. Valores
urinarios aumentados de ureia est&o classicamente associados a ingestdo aumentada
de proteinas ou a deficiéncia de funcdo renal, constituindo um dos marcadores de
fungéo dos rins (Murray et al., 2003; Lima and Macedo, 2018) . Portanto, a partir desse
resultado com elevagao da ureia excretada, podemos sugerir uma possivel disfungao

renal, ou o inicio do quadro.

J4, os valores diminuidos de creatinina na urina dos experimentais Holtzman
refletem os valores plasmaticos desse analito, também diminuidos em relagdo aos
controles. Similarmente, elevagdo da excregao de ions cloreto também reflete os

valores circulantes, resultado da ingestdo aumentada da solugéo de NaCl 0,3 M.

Animais Holtzman tratados também apresentaram variacdo nos resultados
bioquimicos de creatinina sérica, que foram inferiores nos experimentais, comparados

aos seus controles (Experimental: 0,27 £ 0,07 mg/dl vs Controle: 0,46 + 0,04 mgdl,
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p< 0,05). A diminuigdo da creatinina sérica € relacionada com situagdes de lesédo ou
perda de tecido muscular (KAPLAN, PESCE and KAMIERCZAK, 2003), o que nos
leva a observar a relagédo entre o peso e creatinemia dos ratos, quando o peso dos

experimentais é significativamente menor que dos controles.

Assim, para os Holtzman, temos um painel de resultados com diminuigao de
pH, de creatinina e fosfato inorganico, e concomitante aumento da ureia e do cloreto
urinarios, enquanto o soro tem diminui¢do de creatinina e aumento de Na*. Esses
valores reforcam que a sobrecarga de sodio do tratamento, interfere no balango
eletrolitico e na osmolaridade dos liquidos organicos desses animais, apesar nao ter
sido capaz de causar hipertensdo. Reforgando que ratos Holtzman possuem

mecanismos bioquimicos diferenciados para o sodio.

Além de examinar a urina e a parte liquida do sangue, também avaliamos os
elementos celulares do sangue dos animais Holtzman, através do hemograma e do

leucograma.

Quando analisamos os resultados do hemograma dos ratos Holtzman, tratados
com salina hipertbnica, percebemos que os valores médios para o hematdcrito
(Controles: 43,66 + 0,59 % e Experimentais: 44,07 £ 0,92 %) sdo semelhantes aqueles
encontrados por Moreira et al. (2014), quando o hematdcrito dos controles foi 43,1 +
0,8 % e dos experimentais foi de 41,1 + 1,3%, no mesmo protocolo experimental,
embora trabalhando com ratos Wistar.

Nossos valores sdo também concordantes ao hematécrito de 44,2 + 2,95%,
encontrado em uma padronizagdo de parédmetros hematologicos para ratos Wistar
(Melo et al., 2012). Esses resultados sugerem que a sobrecarga de so6dio nao
influencia nas varias populagdes de células do sangue, porque, além de ndo termos
alteragdes na série vermelha, a analise da série branca também n&o mostrou

diferenga entre os grupos controle e experimental.

A relevancia em estudar a série branca do sangue se explica pelo fato de o
sistema imune ser um componente ja estabelecido na patogénese da elevagao da
pressao arterial (Colombari et al., 2010; Gouraud et al., 2011; Bomfim et al., 2015;
McCarthy et al., 2015). Além do mais, considerando o protocolo utilizado nesse
estudo, o interesse aumenta sob a perspectiva de Kleinewietfeld et al. (2013), quando
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demonstraram que altas concentracdes de sddio proporcionam o desenvolvimento de
linfocitos do tipo helper, que produzem citocinas do tipo 17 (Th-17), que se afirmam

importantes na génese de eventos autoimunes.

Contudo, avaliando 6xido nitrico e citocinas séricas pro e anti-inflamatdrias, \
nao conseguimos estabelecer relagdo entre ambiente hipersodico e indugdo de

resposta inflamatéria nos ratos Holtzman.

Apesar de ndo encontramos na literatura estudos com metodologia
semelhante, pesquisando citocinas séricas por Elisa em ratos Holtzman ou Wistar sob
sobrecarga de sodio, exames do tipo Elisa s&o um excelente método no diagnostico
imunosorologico para identificagdo de antigenos, anticorpos e hormonios.

Speretta e cols. (2016) utilizaram ratos Holtzman para pesquisa, ndo de
citocinas, mas da expressdo de seus RNAm, em areas cerebrais, avaliando o
exercicio fisico como regulador das doengas cardiovasculares resultantes da
obesidade, mas, majoritariamente, trabalhos que relacionam resposta inflamatéria e
consequéncias de sobrecarga de sodio usam ratos SHR ou camundongos
geneticamente modificados (Fernandez-Velasco et al., 2012; McCarthy et al., 2015;
Itani et al., 2016; Norlander et al., 2017).

Contudo, o método Elisa foi utilizado com sucesso para dosar IL-4, |IL-6, IL-8,

na saliva humana na tese de Greghi, S.L.A., em 2011.

Com isso em mente, podemos concluir que o limiar de detecgdo de nossos

ensaios nao foi sensivel o bastante para detectar as citocinas nos soros dos ratos.

Nao ha evidéncias sobre o motivo de os ratos Holtzman serem resistentes ao
modelo hipersodico. Contudo, diferengcas no metabolismo de linhagens animais
distintas, pode ser uma hipotese sobre a diferenca comportamental em relagdo ao
modelo animal usado (Woolfolk and Holtzman, 1995; Jr, Jos and Salgado, 2001;
Broetto-Biazon et al., 2009). O que podemos aventar € que ratos da linhagem
Holtzman possuem mecanismos bioquimicos diferenciados para o metabolismo do
sédio, conseguindo resistir ao desenvolvimento de hipertensdo em ambiente
hipersédico e, ainda, desenvolvendo vias imunolégicas de compensagao, para o

controle inflamatério, com o aumento de sédio.
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Procedemos, ent&o, a avaliagdo da linhagem Wistar.

Quando analisamos os resultados dos Wistar, encontramos dados
semelhantes aqueles encontrados por Moreira et al. (2014) e por Melo (2016),
realizando o mesmo protocolo, com a mesma linhagem: animais experimentais, com
oferta de solugdo de NaCl 0,3 M como unica fonte hidrica, ingerem um volume maior
de liquido, durante o tratamento, do que os controles, que tem oferta de agua. Ainda,
experimentais ingerem menos ragao, resultando em menor ganho de peso que os

controles.

Também concordante com os estudos citados, observamos elevagao da
pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, de forma estatisticamente significativa,
mostrando que, ao contrario dos Holtzman, os Wistar sdo sensiveis ao protocolo de
ingest&o de salina.

Também contrariamente aos Holtzman, o soro dos animais Wistar
experimentais mostrou alteragdes em varios exames bioquimicos, com alteragdes de
sdédio, que foi aumentado, de creatinina, que foi diminuida, e também de ureia, de
todas as fragdes do lipidograma, da bilirrubina direta, alanina aminotransferase e

glicose, todos aumentados em relag&o aos animais controle.

Para os Wistar, a creatinina sérica foi menor nos experimentais, sendo
Experimental: 0,68 + 0,004 mgAdl vs Controle:0,96 + 0,02 mgdl, com p< 0,05.

Os valores que encontramos na analise da creatinina sérica sao diferentes dos
valores de de Castro et al.,, em 2014, em um experimento de padronizacao de testes
laboratoriais, quando a creatinina no soro de animais Wistar foi de 0,62 + 0,02 mg/d|
e também distintos dos valores de Melo et al., (2012) quando a creatinina sérica média
de 0,5 £ 0,05 mg Al foi encontrada também em uma padronizagdo bioquimica em
Wistar.

Diferengas entre valores bioquimicos acontecem devido ao uso de
metodologias de dosagem diferentes, ou mesmo diferentes reagentes e
equipamentos, levado ainda em consideracdo se a analise foi manual ou

automatizada.
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Apesar de a mensuragao da creatinina sérica ser um valor tdo ou mais
importante que a medida do clearance de creatinina e da taxa de filtragdo glomerular,
para avaliagdo da funcédo renal (Toffaletti John G and Elizabeth H, 2008; Arnold et al.,
2019), nossos dados mostram hipocreatinemia.

Além da associacdo, ja feita na analise dos Holtzman, entre creatinina
diminuida e menor massa muscular, por menor ganho de peso dos experimentais, a
literatura associa hipocreatinemia com risco aumentado do desenvolvimento de
diabete melito do tipo 2 (Harita et al., 2009; Kashima et al., 2017). O que se relaciona
com nossos resultados de glicemia, quando os controles Wistar apresentaram taxa de
glicose plasmatica de 83,63 + 0,42 mgdl e os animais tratados tiveram glicemia de
124,2 + 7,2 mg/dl, com p < 0,05.

A hiperglicemia nos Wistar tratados com salina 0,3 M nos permite afirmar que
ha um disturbio no metabolismo de glicose secundario a dieta hipersddica, onde um
ambiente salino talvez interfira em vias bioquimicas de produgdo da insulina ou

mesmo na agado desse hormdnio.

Continuando as analises bioquimicas no soro, foram realizadas dosagens de
ureia e acido urico que, analisadas em conjunto com a creatinemia, avaliam a fungao
renal. Nossos resultados mostram que, apesar de nao ter se mantido a associagao
estatistica, os valores de acido urico no soro dos ratos Wistar tratados foi ligeiramente
maior (1,76 + 0,15 mg Al) que nos controles (1,72 £ 0,12 mg Al), semelhante aos
valores de ureia circulante, também aumentados experimentais (Controle: 44,39 *

0,32 mg/dl e Experimentais: 49,5 + 0,69 mg/dl), mas com p < 0,01.

Taxas aumentadas de ureia na circulagdo sdo associadas com aumento do
metabolismo de proteinas e com disfuncao renal, pela incapacidade de retirar esse
metabalito do organismo, mas hiperuremia também interfere na produgao e na fungao
da insulina (Becker and Friedman, 2013; Xie et al., 2018), reforcando o que ja foi
colocado.

O acido urico aumentado no sangue também pode se relacionar com disfungao
renal e com diabetes. Nesta condicdo clinica, ha aumento do metabolismo de
proteinas, para gerar ATP, resultando em elevagao do acido urico circulante, que pode
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ser usado como preditor para a nefropatia diabética (Mauer and Doria, 2018; Suijk et
al., 2020).

Taxas elevadas de acido urico no sangue, foram associadas ao
desenvolvimento de disfungao endotelial periférica, estabelecendo sua relacdo com
doengas vasculares e hipertensao arterial (Kanellis and Kang, 2005; Khosla et al.,
2005; Otani et al., 2018), enquanto hipouricemia ja foi encontrada, em doencgas
degenerativas (Su et al., 2017, 2019).

Essa associacdo reforca a relevancia dos nossos achados, quando ratos
tratados com salina hipertdbnica apresentam hiperglicemia, hiperuremia e
hiperuricemia, em concordancia com a relagdo acido urico/ glicemia/ hipertensao
descrita na literatura (Mallat et al., 2016; Mortada, 2017) e sugestivo de diminuicdo da
funcao renal (Becker and Friedman, 2013).

Agora analisando os resultados do grupo de reagdes bioquimicas que avaliam
a funcao hepatica dos Wistar (ALT, AST, bilirrubina total e fragbes), percebemos que
a enzima AST nao varia entre os grupos controle e experimental, enquanto a enzima
ALT esta elevada nos experimentais (Controle: 16,26 + 0,43 mg /dl e Experimental:
32,63 £ 0,6 mgdl, com p < 0,001). ALT ou alanina aminotransferase € uma enzima
presente quase que exclusivamente no tecido hepatico, sendo sua dosagem
laboratorial util para avaliar a fungdo do figado. Assim, aumento sérico dessa enzima
esta associado a dano nos hepatacitos (Corless, 1983). Especialmente quando esses
resultados sao associados aos resultados da dosagem de bilirrubina, um subproduto
do metabolismo da proteina hemoglobina, também usado como marcador de fungéo

hepatica nas fragdes total e indireta (Kaplan et al., 2003; Murray et al., 2003).

Nossos dados mostram que a bilirrubina total dos Wistar experimentais esta
aumentada (Controle: 1,78 + 0,008 mg/dl e Experimental: 2,04 £ 0,024 mg/d|, com p
< 0,001) e sua fragdo indireta, apesar de o valor de p ndo se mostrar significativo, traz
valores aumentados nos experimentais (Controle: 1,35 £ 0,006 mg/dl e Experimentais:

1,70 £ 0,14 mgdl), sugerindo que ha prejuizo na fungéo hepatica.

O figado é uma glandula mista, relacionado ao sistema digestorio, e também
associado com controle da glicemia e da pressao arterial, (Bal et al., 2019; Kanemoto
et al., 2019). Logo, disfun¢des dessa glandula podem ter relagcdo com a instalagao da
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hipertensado nos ratos Wistar, corroborando estudos que também associam elevagao
de enzimas hepaticas e hipertensao arterial em humanos(Bonnet et al., 2017; Rahman
et al., 2020).

Uma outra medida do metabolismo hepatico vem da analise do lipidograma,
conjunto de exames laboratoriais que envolvem a dosagem de triglicerideos,
colesterol total e fragdes (HDL, LDL e VLDL). Isso porque o figado é um dérgéo
importante na sintese das proteinas transportadoras de colesterol, além de ser o

responsavel pela produgao do colesterol endogeno (Murray et al., 2003).

Valores elevados de colesterol e suas fracbes estdo associados a risco
aumentado de doengas cardiovasculares (Ware, 2008; Chen et al., 2020). Além disso,
estudos associam hipercolesterolemia com aumento dos receptores AT1, para
angiotensina Il, e também com a ativagéo do sistema renina-angiotensina (Borghi et
al., 2007; Pizon et al., 2018).

O lipidograma dos ratos Wistar mostrou resultados elevados nos experimentais,
comparados aos seus controles, para todos os parametros. O que nos permite manter
arelagao entre niveis elevados de colesterol e estabelecimento da hipertensao nesses

animais.

Portanto, o conjunto dos nossos resultados, em Wistar, sugere que a
sobrecarga de sodio se relaciona a desordens metabdlicas, afetando a fungédo de
varios 6rgaos. Aqui, observamos disfuncao renal, evidéncias de disfungdo hepatica
associada a elevagao do colesterol circulante e disfungdo no metabolismo de glicose.
Como os ratos Wistar desenvolveram hipertensao arterial, nossos dados mostram,
panoramicamente, a influéncia da ingestdo aumentada de sal na génese da
hipertensdo arterial e esta se apresenta como uma doengca metabdlica, com

envolvimento de multiplos érgéos e vias metabdlicas.
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7. Conclusao

Nesse estudo, avaliamos a influéncia da sobrecarga de sédio, na fase poés-
natal, sobre os marcadores cardiolégicos, bioquimicos e imunolégicos, em ratos

Wistar e Holtzman.

Conseguimos aqui reproduzir os resultados de outros estudos, onde a linhagem
Wistar foi submetida ao mesmo protocolo hipersodico, resultando em menor ganho de
peso, menor ingestdo de ragdo e maior ingestdo de liquidos, durante o tratamento,
com desenvolvimento de hipertensao arterial (Moreira et al. 2014; Melo, 2016). Mas,
além disso, os animais experimentais Wistar apresentaram hiperglicemia, elevagao do
acido urico e da ureia séricos, apesar da creatinina sérica diminuida; também
apresentaram alteracbes nos parametros bioquimicos que avaliam funcdo hepatica
(ALT elevada, bilirrubinas total e indireta elevadas e aumento em todos os itens
avaliados no lipidograma, como triglicerideos, colesterol total e fragdes HDL, LDL,
VLDL) sugerindo alteragdo na fungao do figado, reforcando que ingestédo elevada de

sddio resulta em alteracgdes sistémicas.

A partir desses dados, podemos reforgar que a ingestdo aumentada de sal pode
resultar ndo s6 em hipertensédo arterial, mas também em alteragdes metabdlicas
sistémicas, como comprometimento dos rins, figado e interferéncia nas vias
bioquimicas da glicose e do colesterol. O que reafirma Dekker et al. (2005) e Tanaka
& Itoh (2019), quando descrevem a hipertensdo arterial como uma desordem
metabdlica.

Essa abrangéncia sistémica dos efeitos da alta ingestdo de sal é refor¢cada
quando Kleinewietfeld et al. (2013) estabelecem que altas concentragdes de sodio
estdo relacionadas com disturbios no sistema imunologico. Apesar de sua fungao ser
classicamente a defesa do organismo, alteragées imunologicas correspondem a

disfungdes metabdlicas, como a hipertenséo.

Entretanto, esses resultados nao se repetiram quando avaliamos a linhagem
Holtzman, submetida ao mesmo protocolo. A unica alteragdo bioquimica no soro dos
Holtzman tratados foi diminuigdo da creatinina sérica e urinaria, provavelmente
resultado do baixo peso dos animais, ao longo do tratamento e a dieta, pois os animais

em tratamento hipersodico ingerem menos ragao.
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O grupo Holtzman experimental também ndo desenvolveu hipertensao arterial,
com o protocolo de ingestdo salina. Também manteve os pardmetros bioquimicos
para pesquisa de funcéo renal e hepatica inalterados. Ainda, a sobrecarga de sdédio,
nos Holtzman, ndo foi capaz de causar alteracbes das proteinas inflamatdrias
pesquisadas no soro, pela técnica de Elisa; tampouco alteragcbdes no oxido nitrico

foram encontradas.

O fato de os Holtzman ndo desenvolverem hipertensdo, como esperado, pode
ser resultado de alguma compensagcdo homeostatica, como um metabolismo
diferenciado do sédio, ou de compensacédo de um ou mais perfis imunolégicos, de
modo a balancear o processo inflamatério que resultaria na hipertensao. Isso também

explicaria a normalidade das citocinas circulantes.

Mesmo que diferengas no metabolismo entre linhagens animais distintas ja
tenham sido estabelecidas (Woolfolk and Holtzman, 1995; Jr, Jos and Salgado, 2001;
Broetto-Biazon et al., 2009), mais estudos, como culturas celulares in vitro onde fosse
possivel potencializar esses efeitos inflamatorios, seriam interessantes para tentar

explicar essa questéo.

Nossos dados, portanto, reforcam que linhagens animais diferentes reagem de
modo diverso a uma mesma exposi¢ao, e que a hipertensao arterial deve ser avaliada
como uma doenga metabdlica, com alteragbes em varios 6érgdos observando

caracteristicas que diferenciem certos grupos populacionais

Assim, nesse estudo conseguimos mostrar através de analises bioquimicas e
imunosorologicas, que uma dieta hipersédica € capaz de provocar alteragbes
funcionais, muito provavelmente secundarias a interferéncia hiperosmolar em vias
bioquimicas envolvidas na produgao e/ou fungao de citocinas, de insulina e de vias

que determinam a fungéo dos rins e do figado.
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