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RESUMO

Variacbes na concentracdo plasmatica de sbédio desencadeiam ajustes
comportamentais e vegetativos que visam restabelecer as condi¢des fisiolégicas. Dentre
estes ajustes, destacamos alteracdes do apetite ao sodio, da atividade simpética renal, da
pressao arterial (PA), do fluxo sanguineo renal (FSR) e da condutancia vascular renal
(CVR). Diversos estudos sugerem que doencas desenvolvidas na fase adulta estéo
relacionadas a certas condicbes as quais os individuos foram expostos durante os
estagios iniciais da vida. Evidéncias experimentais tém demonstrado maior PA na prole
adulta de maes alimentadas com dieta rica em sodio durante a gestacdo e a lactacao.
Apesar de demonstrarem a importancia das fases pré-natais no desenvolvimento de
hipertenséo arterial, ndo existem evidéncias no que diz respeito aos efeitos de alteracdes
do equilibrio hidroeletrolitico durante as fases poOs-natais em relacdo a hipertensao
arterial. Assim, o presente trabalho avaliou os efeitos do aumento do consumo de sodio
durante o periodo pos-natal sobre parametros cardiovasculares e comportamentais na
fase adulta. Ratos Wistar com 21 dias de vida foram mantidos com solucdo salina
hiperténica (NaCl 0,3 M) e racdo ad libitum durante 60 dias (grupo experimental). Os
animais do grupo controle foram mantidos com agua e racao ad libitum. Apds estes 60
dias, os animais de ambos os grupos foram mantidos com agua e ragao por um periodo
de 15 dias (periodo de recuperacéo). Posteriormente, foi realizada canulacdo crbénica da
artéria e da veia femorais direitas para registro de pressao arterial média basal (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) nos animais ndo anestesiados. NO grupo experimental,
observou-se aumentos na PAM (118,3 + 2,7 mmHg) e na FC (398,2 = 7,5 bpm) basais,
guando comparado com o grupo controle (98,6 + 2,6 mmHg; 365,4 + 12,2 bpm). Além do
mais, observamos uma diminui¢cdo no indice de barorreflexo nos animais experimentais
guando comparados com o grupo controle, tanto para as infusées de fenilefrina (-1,24 *
0,2 bpm-mmHg™ vs. -1,83 + 0,04 bpm-mmHg™, respectivamente), quanto para as
infusbes de nitroprussiato de sédio (0,85 + 0,22 bpm-mmHg™ vs. 2,12 + 0,2 bpm-mmHg™,
respectivamente). Os valores basais de PAM, FC, FSR, CVR e atividade nervosa
simpatica renal (ASR) nos animais anestesiados foram avaliados. A PAM e a FC do grupo
experimental (124,4 + 3,0 mmHg; 437,9 + 10,5 bpm) foram significativamente maiores que
do grupo controle (102,4 + 2,4 mmHg; 375,2 £ 15,4 bpm). Os valores basais de FSR
(controle: 3,4 + 0,4 ml-min’:; experimental: 3,9 + 0,2 ml-min™%), de CVR (controle: 28,8 + 4,4

el-(min-mmHg)*; experimental: 33,6 + 1,2 l-(min-mmHg)™) e ASR (controle: 0,0300 *



0,0095 V e 89,5 + 3,67 spikes-s™; experimental: 0,0351 + 0,0109 V e 78,1 + 4,89 spikes:s’
1) foram semelhantes entre os grupos. A funcéo cardiovascular ex vivo na fase adulta
também foi avaliada. Observou-se que os animais submetidos a sobrecarga de sodio
durante o periodo pdés-natal apresentaram comprometimento do relaxamento vascular
independente de endotélio e ainda, aumento da pressao intraventricular diastolica durante
o periodo de reperfusdo cardiaca. Além disso, ap6s o periodo de recuperacdo, 0s ajustes
cardiovasculares induzidos por hipernatremia aguda foram avaliados. Observou-se que,
nos animais controle, a infusdo de salina hipertdnica provocou aumento transitorio de
PAM (9, 2 N 2), Bradioandld gransitéria (gp-18,9 + 7,9 bpm), além de aumentos
sustentados do fluxo sanguineo renal (p37,7 + 6,9% em relacdo ao basal, ap6s 60 min) e
da condutancia vascular renal (50,0 + 4,4% em relacédo ao basal; apés 60 min). Ja nos
animais do grupo experimental, a infusdo de salina hipertbnica provocou aumento
transitorio de PAM, maior que o observado nos animais controle (18,7 £ 1,7 mmHg, aos
10 min), e bradicardia sustentada (qp-25,0 £ 10,2 bpm, apds 60 min), além de aumentos
de FSR (30,8 + 11,0% em relacédo ao basal, apés 60 min) e CVR (27,9 + 12,3% em
relacdo ao basal, apos 60 min) menores que os observados no grupo controle. Apos o
periodo de recuperacéo, foram realizados testes de ingestdo de agua e sédio induzida por
furosemida (10 mg - kg™ peso corporal, s.c.). No teste de ingestdo induzida, a ingest&o de
salina hiperténica 0,3 M se mostrou reduzida nos animais experimentais, quando
comparados ao grupo controle (7,8 £ 1,1 ml vs. 12,1 £ 0,6 ml, respectivamente). Em
conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que alteracdes na
homeostase hidromineral na vida pés-uterina alteram 0s ajustes comportamentais e
cardiovasculares induzidos por deplecdo de sodio e por infusdo de salina hipertdnica
(NaCl 3 M). Além disso, demonstram que uma dieta rica em sodio durante o periodo pés-
natal altera a sensibilidade barorreflexa e a PA na fase adulta, além de comprometer o

relaxamento cardiaco apos isquemia e o0 vasorelaxamento independente de endotélio.



ABSTRACT

Changes in plasma sodium concentration have led to adjustment mechanisms in
order to restore their physiological conditions. The behavioral adjustments consist in the
regulation of water and sodium intake. Among the vegetative adjustments, we highlight
changes in renal sympathetic activity, blood pressure, renal blood flow (RBF) and renal
vascular conductance (RVC). Experimental evidence has demonstrated increase of blood
pressure of the adult offspring from mothers with high sodium diets during pregnancy.
Although these studies had demonstrated the importance of prenatal phases in
hypertension development, there has been no evidence of the effects of high sodium diets
during postnatal phases in relation to hypertension. Thus, in the present study, we
evaluated the effects of sodium overload during childhood on cardiovascular and
behavioral parameters in adulthood. That way, 21 days after birth, we have offered to the
experimental group, hypertonic solution (NaCl 0.3 M) and food ad libitum for 60 days. The
control rats were maintained with tap water and food ad libitum. Afterwards, both groups
were maintained with tap water and food during 15 days (recovery). Later, we performed
chronic cannulation of right femoral artery to record baseline mean arterial pressure (MAP)
and heart rate (HR) in unanesthetized animals. In the experimental group, we observed
increases in basal MAP (118.3 £ 2.7 mmHg) and HR (398.2 + 7.5 bpm), compared with the
control group (98.6 £ 2.6 mmHg; 365.4 = 12.2 bpm). Baroreflex index was diminished in
experimental group in relation to control group by phenylephrine infusions (-1.24 = 0.2
bpm-mmHg™ vs. -1.83 + 0.04 bpm-mmHg™, respectively) as by sodium nitroprusside
infusions (0.85 + 0.22 bpm-mmHg™ vs. 2.12 + 0.2 bpm-mmHg™, respectively). The
baseline values of MAP, HR, RBF, RVC and renal sympathetic nerve activity (RSNA) in
anesthetized animals were evaluated. MAP and HR of experimental group (124.4 = 3.0
mmHg; 437.9 + 10.5 bpm) were significantly higher than control group (102.4 + 2.4 mmHg;
375.2 + 15.4 bpm). The baseline values of RBF (control: 3.4 + 0.4 ml-min™’; experimental:
3.9 + 0.2 ml-min!), RVC (control: 0.0288 + 0.0044 ml-(min-mmHg) *; experimental: 0.0336
+ 0.0012 ml-(min-mmHg)™) and RSNA (control: 0.0300 + 0.0095 V and 89.5 + 3.67
spikes-s™; experimental: 0.0351 + 0.0109 V and 78.1 + 4.89 spikes-s™) were similar
between the groups. Ex vivo cardiovascular function in adulthood was also evaluated. It
has been observed that animals treated with sodium overload during the postnatal period

showed reduction of vascular endothelium-independent relaxation and also an increase in



intraventricular diastolic pressure during the cardiac reperfusion. Furthermore, after the
recovery period, the animals were submitted to osmotic challenge. The cardiovascular
adjustments induced by acute hypernatremia were evaluated. It was observed that in the

control ani mal s, the infusion of hypertonic
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infusion). However, in the experimental rats, hypertonic saline infusion caused a transient
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min) were lower than the observed in the control group. Later, we performed tests of
water and sodium intake induced by furosemide (10 mg-kg™ bw, sc). In test-induced
drinking, the hypertonic 0.3 M sodium intake was reduced in experimental animals
compared to the control group (7.8 = 1.1 ml vs. 12.1 £+ 0.6 ml, respectively). Altogether, the
results of the present study show that changes in hidromineral homeostasis, in post-
uterine phases, affect the behavioral and cardiovascular adjustments induced by sodium
depletion and hypernatremia. Furthermore, they show that a high-sodium diet during the
postnatal period alters baroreflex sensitivity and BP, in adulthood, compromising the

cardiac relaxation after ischemia and endothelium-independent vasorelaxation.
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INTRODUCAO

A manutencdo do meio interno estavel € o principal objetivo de todos 0s processos
fisiolégicos (Cannon, 1929), e esta diretamente relacionada com a manutencdo das
concentragbes ionicas dos compartimentos intra e extracelulares. Assim, alteracfes da
osmolaridade do compartimento extracelular sédo percebidas por todos os tecidos perfundidos
e podem alterar o volume, o metabolismo e a funcéo celular (Strange, 1993). Desta forma, a
regulacao precisa do volume e da osmolaridade do compartimento extracelular é fundamental

para sobrevivéncia.

Dentre os diferentes tipos de sais inorganicos presentes nos liquidos corporais, 0
cloreto de sodio (NaCl) ¢ o mais consumido e a concentracdo do ion sddio (Na') esta
diretamente relacionada a manutencdo da homeostase dos fluidos corporais. Estes liquidos
sdo separados em dois compartimentos: o extra e o intracelular. As composi¢cdes destes
compartimentos nao séo idénticas devido a permeabilidade seletiva da membrana celular, que
permite que a agua se movimente entre 0S compartimentos enquanto que os ions sodio
permanecem em maior concentracdo no fluido extracelular. Quando o NaCl obtido na dieta é
absorvido pelo intestino, o ion sédio passa a integrar o plasma sanguineo e sua distribuicéo
se torna uniforme ao longo do fluido extracelular, o que resulta em um aumento global da
osmolaridade deste compartimento. A agua, entdo, se desloca do compartimento intracelular
para o extracelular até que a osmolaridade dos dois compartimentos atinja um equilibrio
(Toney, 2003). Assim, variacdes da concentracédo do ion sddio podem provocar fluxo osmatico
entre 0s compartimentos intra e extracelular modificando a concentracédo de todos os demais
componentes destes compartimentos, o que pode afetar a integridade da célula. Tais
alteracdes no organismo podem resultar em convulsdes, paralisia, coma e, em condicfes
extremas, morte (Bourque et al., 1994). Desta forma, ndo € surpreendente observarmos a
existéncia de diversos mecanismos homeostaticos que visam a manutencdo da concentracéo

plasmatica de sodio dentro de uma faixa de variacéo restrita.

A deteccao das variacdes de osmolaridade é realizada pelos osmorreceptores centrais
e periféricos, que enviam essas informacg@es para diversas regiées do sistema nervoso central
(SNC), modulando, assim, as respostas comportamentais e vegetativas (Bourque, 2008). Os
osmorreceptores centrais estdo localizados em regides préoximas aos ventriculos cerebrais, e
que, por isso, recebem a denominacdo de Orgdos circunventriculares. Dentre estes,

destacam-se 0s neurénios localizados no 6rgao sub-fornicial (SFO) e no 6rgao vasculoso da



lamina terminal (OVLT; Bie, 1980; Bourque et al., 1994). Os osmorreceptores periféricos estao
localizados nos vasos renais, intestinais e principalmente hepaticos (veia porta) (Bourque,
2008). Estudos tém demonstrado que, quando expostos a hiperosmolaridade, os
osmorreceptores reduzem seu o volume intracelular devido a perda osmotica de agua (Sharif
Naeini et al.,, 2006; Ciura & Bourque, 2006). Ademais, evidéncias experimentais tém
relacionado a diminui¢do do volume celular com 0 aumento da excitabilidade e deflagracédo de
potenciais de acdo por essas células (Law, 1991; Ciura & Bourque, 2006). Uma vez
detectadas as alteracbes da osmolaridade do fluido extracelular, desencadeiam-se
mecanismos de ajustes comportamentais e vegetativos que visam reestabelecer o volume
e/ou a composicdo do compartimento extracelular (Fitzsimons, 1998; Antunes-Rodrigues et
al., 2004).

Os ajustes comportamentais consistem na organizacdo de comportamentos de
ingestdo de agua e sodio motivados pelas sensacbes de sede e de apetite ao sodio
(comportamento de busca e ingestdo de alimentos que contenham cloreto de saédio,
estimulado, essencialmente, pela diminuicdo da concentracdo plasmatica de sodio e/ou por

hipovolemia) (Beauchamp et al. ,1990 e Johnson & Thunhorst, 1997).

Estudos tém demonstrado que elevacbes minimas da osmolaridade plasmatica ou
reducdes do volume circulante sdo potentes estimulos para emissdo do comportamento de
sede (para revisao, ver: Johnson & Thunhorst, 1997). Em mamiferos, mesmo um aumento de
apenas 1 a 2% da osmolaridade plasmatica ou uma reducéo de 8 a 10% no volume do
compartimento extracelular sédo suficientes para induzirem ingestdo de agua (Fitzsimons,
1998; Antunes-Rodrigues et al., 2004). Além da sede, 0 apetite ao so0dio € um importante
componente comportamental para a manutencdo da osmolaridade plasmatica. Em
mamiferos, diminuicdes na concentracdo plasmatica de soédio sdo potentes estimulos para

gue se desenvolva o apetite ao sodio (Beauchamp et al., 1990; Thunhorst, & Johnson, 1994).

Vérias evidéncias experimentais tém demonstrado que aumentos agudos da
concentracdo plasmatica de sodio desencadeiam uma série de respostas autondmicas,
cardiovasculares e hormonais. Dentre essas respostas destacamos: a reducdo da atividade
simpatica renal (Morita et al., 1991; Weiss et al., 1996; Nishida et al., 1998; May et al., 2000),
a secrecao do peptideo natriurético atrial (ANP), ocitocina e vasopressina (Pettersson et al.,
1986; Morris & Alexander, 1988; Morris & Alexander, 1989; Rauch et al., 1990; Antunes-
Rodrigues et al., 1992; Antunes-Rodrigues et al., 1993; Blanch et al., 2013), 0 aumento da



presséo arterial (PA; Colombari et al., 2000; Pedrino et al., 2005; Pedrino et al., 2008; Pedrino
et al.,, 2009; Blanch et al., 2013) e a vasodilatacao renal (Fujita et al., 1991; Colombari &
Cravo, 1999; Colombari et al., 2000; Pedrino et al., 2005; Pedrino et al., 2008; Pedrino et al.,
2009). Admite-se que estes ajustes, desencadeados pela hipernatremia, fazem parte de um
conjunto de respostas integradas que visam promover a natriurese, restabelecendo, assim as

condicdes volémicas normais.

Diversos estudos (Brooks et al., 2001; Brooks et al., 2004) demonstram que 0 aumento
agudo da osmolaridade plasmatica esta associado com o aumento regional de atividade
nervosa simpatica (esplancnica e lombar) enquanto que promove supressao da atividade
nervosa simpética renal. Além disso, Scrogin et al. (1999) demonstraram que 0 aumento
cronico da osmolaridade plasmatica € capaz de promover alteracées do tdnus simpatico,
sugerindo que a osmolaridade possa ser um importante regulador a longo prazo do drive

simpatico e, consequentemente, da pressao arterial.

Evidéncias experimentais e epidemiolégicas demonstram que uma dieta rica em sodio
€ um importante fator de risco para o desenvolvimento da hipertenséo arterial (Keys, 1970;
Law et al., 1991; Simons-Morton & Obarzanek, 1997). Aumentos da PA tém sido descritos em
populacdes em dieta rica em sédio (para revisdo ver Horan et al., 1985). Estudos em modelos
experimentais e ensaios clinicos fornecem provas convincentes a respeito do efeito nocivo da
ingestdo de sbédio na PA, tanto entre hipertensos quanto entre normotensos (Sacks, 2001;
Brown, 2009). Além de seus efeitos sobre a PA, 0 excesso de consumo de sodio na dieta tem
sido associado diretamente com doenca cardiaca coronariana, acidente vascular cerebral e

doencas nao cardiovasculares (Brown, 2009).

Alguns estudos sugerem gue doencas desenvolvidas na fase adulta estédo relacionadas
com determinadas condicbes a que o individuo foi exposto nos estagios iniciais de vida,
incluindo a fase pré-natal (Barker et al., 1998). Bao et al. (1995) demonstram que o risco de
se desenvolver hipertensao arterial na fase adulta esta relacionado com os niveis de PA nas
fases iniciais da vida. Consistente com estes resultados, Li et al. (1995) mostraram que
valores altos de PA durante a infancia estiveram correlacionados positivamente com os altos
valores da PA sistdlica e diastdlica anos mais tarde. Neste sentido, Vidonho Jr et al. (2004)
observaram maior PA na prole adulta de maes que foram alimentadas com dieta hipersédica
(0,65M ou 1,3 M de NaCl) durante a gestacdo e a lactacdo. Apesar de evidenciarem as

influéncias do periodo pré-natal no desenvolvimento de patologias na fase adulta, os diversos
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estudos ndo avaliaram uma possivel participacdo especifica do periodo pds-natal no
desenvolvimento destas patologias. Assim ndo existem evidéncias experimentais acerca dos

efeitos do aumento da ingestédo de sodio durante as fases pds-natais na fase adulta.

Considerando estas informacdes o presente trabalho objetivou identificar se 0 aumento
da ingestdo de sddio em ratos jovens seria capaz de alterar a sensibilidade ao sédio e a PA
na fase adulta. Mais especificamente, avaliamos os efeitos do aumento do consumo de s6dio
durante o periodo pds-natal sobre a presséo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC),
sensibilidade barorreflexa e atividade simpatica renal (ASR). Além disso, avaliamos os efeitos
do aumento do consumo de sédio durante o periodo pés-natal sobre a reatividade vascular e
a funcéo cardiaca e, ainda, sobre as respostas cardiovasculares induzidas por hipernatremia
e a ingestédo de agua e sédio induzida por deplecao de sodio.

MATERIAIS E METODOS
1. Modelo animal utilizado

Os experimentos foram realizados com ratos da linhagem Wistar - fornecidos pelo
biotério central da Universidade Federal de Goias (UFG) - com 21 dias de vida. Os animais
foram mantidos em salas climatizadas (temperatura 22-24°C) com acesso ad libitum a racéo
(0,4% NaCl; AIN-93M; Reeves et al., 1993). Todos os protocolos utilizados foram aprovados

pelo comité de ética em pesquisa da UFG (processo n° 051/2010).

2. Protocolo de ingestdo de dieta hipersodica

O incremento na quantidade sédio (dieta hipersddica) ingerida pelos animais do grupo
experimental foi obtido pela adicdo de cloreto de sodio (0,3 M; Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA) na agua ofertada a estes animais (grupo experimental). Ao grupo controle foi ofertada
agua (dieta normossoédica). A administracdo da dieta hipersodica iniciou-se no vigésimo
primeiro dia de vida e finalizou-se apds 60 dias de tratamento. Apés este periodo, foi
estabelecido um periodo de recuperacao de 15 dias, em que foi ofertada dieta normossédica
para os animais de ambos 0s grupos. Tanto o grupo controle quanto o experimental tiveram
acesso ad libitum & racdo durante os periodos de tratamento e recuperagdo. Durante os
periodos de tratamento e de recuperagdo, as quantidades ingeridas de agua ou salina

hipertbnica, de racdo e o peso dos animais foram medidos diariamente.



3. Dosagem da osmolaridade plasmética e concentragc8es urinaria e plasmatica
de sodio (Na*)

Ao final dos periodos de tratamento e recuperacéo, amostras de plasma e de urina dos
animais controle e experimentais foram coletadas. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 3500 rpm durante 5 minutos para separacéo do plasma. Para a determinacéo
da concentracao de sédio, as amostras de plasma e urina foram diluidas em &gua destilada,
na propor¢cdo de 1:100 v/v. A concentragcdo de sédio foi determinada por um fotémetro de
chama (modelo 910M, Analyser, Sdo Paulo, SP, Brasil), e a osmolaridade através de um
osmometro (Osmette II, modelo n° 5005; Precision Systems Inc., Natick, MA, EUA).

4. Registro da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) nos
animais néo anestesiados

Para o registro da PAM os animais foram anestesiados com ketamina (116 mg Akg™” de
massa corporea, i.p.; Sespo, Paulinia, SP, Brasil) e xilazina (20 mg Akg™ de massa corpérea,
i.p.; Rhobifarma, Hortolandia, SP, Brasil) e submetidos ao procedimento cirirgico para a
implantacdo de canulas na artéria aorta abdominal através da artéria femoral direita e na veia
cava inferior através da veia femoral direita. As canulas entdo foram exteriorizadas pelo dorso
do animal e estes foram suturados. Uma dose profilatica de antibiético foi administrada
(penicilina, 60.000 1U-kg'* de massa corpérea, i.m.; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e os
animais, entéo, foram individualizados em gaiolas. Apds a recuperacao foi realizado o registro
da PAM e da FC nos animais ndo anestesiados. A pressao arterial pulsatil (PAP) foi registrada
continuamente acoplando-se a canula arterial a um transdutor de PA acoplado a um
amplificador (ETH-200; CB Sciences, Dover, NH, USA) conectado a um sistema de aquisicdo
de dados (PowerLab System; ADInstruments, Colorado Springs, CO, EUA). A PAM e a FC
foram determinadas a partir do sinal pulsatil utilizando o programa LabChart (versdo 5.5.6;
ADInstruments, Colorado Springs, CO, EUA).

5. Teste de barorreflexo

Para testar a integridade dos barorreceptores, foram analisadas as alteracdes da PAM
e FC mediante a infuséo intravenosa de substancias de efeito conhecido sobre a PA. Foram
realizadas infusdes em boélus (0,1 ml) de fenilefrina (agonista adrenérgico; Sigma-Aldrich, St

Louis, MO, EUA), nas concentracdes de 10 & gml™®, 15 ¢ gml* e 20 ¢ gml?, e de
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nitroprussiato de sodio (doador de NO; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) nas concentracdes
de 100 ¢ gml™, 150 € gml™ e 200 ¢ gml™. Para comparar a sensibilidade barorreflexa dos
grupos, foi calculado o indice de barorreflexo (IB), dado como a razdo entre a variacao da
frequéncia cardiaca e a variacdo da pressao arterial média (qpF @pP A& mediante a infuséo

dos farmacos acima citados.

6. Registro do fluxo sanguineo renal, da condutancia vascular renal e da

atividade nervosa simpética renal em animais anestesiados

Apbés o periodo de recuperacdo, em que ambos 0S grupos receberam dieta
normossddica, os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g Akg™ de massa corpérea,
i.v.; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), apoés inducdo anestésica com halotana 2% em O, a
100%. A artéria e a veia femorais foram canuladas, como descrito anteriormente, para o
registro da PAP e a infusdo do anestésico, respectivamente. Apdés a canulacao vascular, foi
realizada traqueostomia, a fim de reduzir a resisténcia das vias aéreas. O fluxo sanguineo
renal (FSR) foi registrado por fluxometria de tempo de transito. Uma sonda em miniatura
(probe 1RB, Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA) foi implantada ao redor da artéria renal
esquerda e conectada a um fluxdmetro T206 (Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA), que
permite determinar o fluxo em valores absolutos (ml Amin™?). Os sinais obtidos foram enviados
ao sistema de aquisicdo e analise de dados (PowerLab System; ADInstruments, Colorado
Springs, CO, EUA). Os dados foram digitalizados em uma frequéncia de 1000 amostras As™.
As variagfes do FSR foram calculadas como a razdo percentual em relacdo ao valor basal

(%FSR), de acordo com a formula:

%FSR = | ESRifinal - FSRpasal 0100
I:SRbasaI

A condutancia vascular renal (CVR) foi obtida pela razdo do FSR e da PAM. As
variacfes da CVR foram calculadas como variacao percentual em relacdo ao basal (%CVR),

utilizando-se a seguinte férmula:

%CVR = CVRfina|' CVRbasa| ()].00

CVRbasaI




Para o registro da ASR, o nervo renal foi cuidadosamente dissecado e separado da
artéria e veia renal e demais tecidos adjacentes. ApOs disseccdo o0 nervo renal foi
posicionado sobre eletrodos de prata em uma configuragdo monopolar. A ASR foi amplificada
em 20.000 vezes e filtrada entre 30 e 1.000 Hz (Grass Tecnologies, P511 AC amplifier;
Warwick, EUA). Posteriormente, os sinais amplificados e filtrados foram digitalizados em uma
frequéncia de 2.000 amostrasAs™ utilizando-se um conversor analégico digital (PowerLab
System; ADInstruments, Colorado Springs, CO, EUA). Para quantificarmos o ruido do sinal
obtido, ao final do experimento, foi administrado o bloqueador ganglionar hexametonio (30 mg
- kg™ i.v.; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

7. Andlise da funcéo cardiovascular

Apoés o periodo de recuperacao, os animais foram heparinizados e eutanasiados e 0s
coracbes e segmentos de aorta abdominal foram retirados. Para avaliar a reatividade
vascular, anéis de aorta abdominal (com e sem endotélio) foram montados em solucdo de
Krebs-Henseleit oxigenada, a uma temperatura de 37 °C. ApOs estabilizacdo, foram
realizadas curvas de acetilcolina (10™° & 10°® mol-L™; relaxamento dependente de endotélio) e
de nitroprussiato de sédio (10™ a 10°mol-L™*; doador de oéxido nitrico; relaxamento
independente de endotélio) apds pré-contracdo com fenilefrina (107 mol-L™; agonista U
adrenérgico). Os cora¢Oes foram dissecados e perfundidos pelo método de Langendorff com
fluxo constante para avaliacdo da funcdo cardiaca. O protocolo consistiu em 30 min de
estabilizacdo, 10 min de registro basal, 20 min de isquemia (bomba desligada) e 20 min de
reperfusdo (bomba ligada). Ao término dos registros, foi calculado o indice de massa

ventricular (peso do VE- (comprimento da tibia)™) para avaliar a incidéncia de hipertrofia.

8. Sobrecarga de Sddio

Para verificarmos os efeitos da dieta hipersddica sobre as respostas cardiovasculares
induzidas por hipernatremia aguda, foram realizadas infus6es de solucéo salina hiperténica
(NaCl 3 M, durante 60 segundos, na dd slemassa copdred; Mortis &A k¢

Alexander, 1988) através de uma canula implantada no atrio direito pela veia jugular.



9. Ingestéo induzida de agua e sodio

Apéds o tratamento crénico com dieta hipersddica e normossoédica, 0os animais adultos
dos grupos experimental e controle foram submetidos a um teste de ingestdo induzida de
dgua € sobdio. Para isso, os animais foram individualizados e ambientados em gaiolas
metabdlicas, com acesso a uma bureta de 4gua e uma bureta de solucéo salina NaCl 0,3 M e
racdo ad libitum. ApGs a ambientacdo, os animais foram submetidos a aplicacdo subcutanea
de furosemida (FURO, 10 mg Akg™' de massa corporea; Lasix®,Sanofi Aventis, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e tiveram acesso somente a agua. 24 horas apds a administracdo de
FURO, uma bureta contendo a4gua e outra contendo solucdo salina (NaCl 0,3 M) foram
ofertadas aos animais, permitindo livre acesso destes as duas solu¢des. O volume ingerido foi
medido em intervalos de 30 min por duas horas. Durante todo o periodo do teste de ingestao,
desde a aplicacdo de FURO até o término do teste, 0os animais ndo tiveram acesso a racao.

10. Andlise Estatistica

A confeccdo dos gréficos e as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism (versédo 5.01). Todos os resultados foram expressos com meédia °
erro padrdo da média (EPM). Para a analise dos valores basais (ingestdes diarias de agua,
salina e racdo, peso, volume urinério, concentracbes urinaria e plasmatica de sdédio,
osmolaridade plasmatica, IB, PAM, FC, FSR, CVR e ASR) foi utilizado teste t ndo pareado. As
diferencas entre pressao intraventricular sistolica e diastolica, dP/dt+/-, frequéncia cardiaca,
pressao de perfusdo e pressédo desenvolvida no ventriculo esquerdo nos periodos basal e de
reperfusdo foram analisadas através de ANOVA one way. As variagfes da ingestdo induzida
de agua e sdédio, a reatividade vascular e as variacbes da PAM, FC, FSR, e CVR induzidas
pela infusdo de salina hipertbnica foram analisadas através de ANOVA two way para medidas

repetidas, seguida de teste LSD de Fisher. Assumiu-se significancia quando p< 0,05.

RESULTADOS

1. Ingestdo diaria de racdo e agua ou salina (NaCl 0,3 M), peso corporal,
concentracdes urinaria e plasmética de sédio e osmolaridade plasmatica dos animais

controle e experimentais durante os periodos de tratamento e recuperagao

Durante o periodo de tratamento, em que era ofertada dieta hipersédica 0,3 M ao grupo
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experimental e dieta normossddica ao grupo controle, observamos que a ingestao diaria de
salina hipertbnica dos animais do grupo experimental (n=11) foi significativamente maior do
gue a ingestdo de agua observada no grupo controle (n=12). Entretanto, a ingestao diaria de
racdo foi semelhante nos animais de ambos os grupos (Tabela 1). J& ao longo do periodo de
recuperacdo, em que foi ofertada dieta normossédica a ambos os grupos, ndo observamos
diferencas significativas na ingestdo diaria média de agua e racdo entre os animais dos
grupos experimental e controle (Tabela 1). Apesar disso, o peso corporal dos animais
experimentais permaneceu menor que o peso corporal dos animais controle tanto ao término
do periodo de tratamento quanto ao término do periodo de recuperacdo (Tabela 1). Foram
observadas, além disso, diferencas significativas na diurese entre 0s animais experimentais e
controle durante o periodo de tratamento, entretanto, estas diferencas ndo foram observadas
no periodo de recuperacdo (Tabela 1). A concentracdo urinaria de sodio se mostrou
aumentada nos animais experimentais quando comparados aos animais controle durante o
periodo de tratamento. Tais diferencas ndo foram observadas entre os grupos durante o
periodo de recuperacao (Tabela 1). A concentracdo plasmatica de soédio e a osmolaridade
plasmatica foram similares entre os grupos durante os periodos de tratamento e de

recuperacao.

Tabela 1. Média £+ EPM da ingestdo diaria de agua/salina hiperténica (ml) e de racéo (g), do
peso corporal (g), do volume urinario (ml), da concentracdo urinaria de sodio (mM), da
concentracdo plasmatica de sodio (Mm) e da osmolaridade plasmatica (mOsm) dos animais

dos grupos controle e experimental durante os periodos de tratamento e recuperacao

Tratamento Recuperacgao

Controle Experimental Controle Experimental
Ingestdo de agua/ salina
hipert@nica (m|) 36,6 + 1,6 107,9 + 27,3* 37,0 * 2,1 39,8 . 1,3
Ingestao de racao (g) 23,3+0,8 22,4+1,9 23,9+0,5 23,0+1,2
Peso corporal (g) 313,6+6,9 | 193,8+188* | 346,8+10,5 | 276,5%8,7%
Volume urinario (mi) 75441 | 987+366% | 86%45 9,3£2,6
[Na'J urina (mM) 45,0+8,7 | 153,6+13,1* | 37,5+4,8 52,5+9,1
[Na'] plasma (mM) 1357 +11,29 | 141,7+4,61 | 1485+9,19 | 1448 +1523
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Osmolaridade plasmatica
(mOsm) 302,8+4,67 | 3034+7,63 | 302,7+4,14 | 301,0+4,53

* diferente do grupo controle; p<0,05.

2. Efeitos da dieta hipersédica (NaCl 0,3M) durante as fases pds-natais sobre a

PAM e a FC nos animais ndo anestesiados

Nos animais ndo anestesiados, foram evidenciadas diferencas significativas na PAM e
na FC entre os grupos experimental (n=6) e controle (n=6). Os animais experimentais
apresentaram, em média, maiores niveis de PAM (118,3 + 2,7 mmHg; Figura 1A) e FC (398,2
+ 7,5 bpm; Figura 1B) quando comparados como grupo controle (PAM: 98,6 + 2,6 mmHg e
FC: 365,4 + 12,2 bpm; Figura 1).

[ Controle (n=6) Experimental (n=6)
A B
150 - 500 - .
¥
= 100
£
=
= 50 -
0 o

Figura 1: Média + EPM da pressao arterial média (PAM; A) e da frequéncia cardiaca (FC; B) nos animais

experimentais e controles ndo anestesiados. * diferente do grupo controle; p<0,05.

3. Efeitos da dieta hipersddica (NaCl 0,3 M) durante as fases pos-natais sobre a

sensibilidade barorreflexa

Mediante as infusdes de fenilefrina, o IB dos animais experimentais se mostrou
reduzido (-1,24 + 0,19 bpm-mmHg™; n=8; Figura 2) em comparacdo com os animais controle
(-1,83 + 0,04 bpm-mmHg™; n=9; Figura 2). Consistente com estes resultados, o IB calculado a
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partir da taquicardia induzida pelas infusdes de nitroprussiato de sédio foi significativamente
menor no grupo experimental (0,85 + 0,22 bpm-mmHg™; n=8; Figura 2) quando comparado
ao grupo controle (2,12 + 0,2 bpm-mmHg™; n=9; Figura 2). Em conjunto estes resultados
sugerem que o aumento do consumo de sddio nas fases pos-natais diminui a sensibilidade

barorreflexa na fase adulta.

[l Controle (n=9) Experimental (n=9)
Bradicardia induzida por fenilefrina Taquicardia induzida por nitroprussiato de sédio

0.0 - 2.5
;E’ 0.5 B 201 .
£ E 15/ _
£ -1.04 €
s 8 1.0;
m -1.51 —— o
= * = 0.5+

-2.0- 0.0 -

Figura 2: Média + EPM do indice de barorreflexo (IB; bpm-mmHg'l) mediante infusBes de fenilefrina e
nitroprussiato de sédio dos animais controle e submetidos ao aumento da ingestdo de sddio durante as fases

pés-natais (experimental). * diferente do grupo controle; p< 0,05.

4. Efeitos da dieta hipersddica (NaCl 0,3M) durante as fases pdOs-natais sobre 0s

os valores basais de PAM, FC, FSR, CVR e ASR em animais anestesiados

A figura 3 apresenta um tracado tipico de um animal representativo do grupo controle
(Figura 3A) e outro do grupo experimental (Figura 3 B). Os valores basais das variaveis
hemodinamicas e da ASR dos animais controle e experimentais estdo expressos na tabela 2.
Como podemos observar, a PAM (124,4 + 3,0 mmHg) e a FC (437,9 £10,5 bpm) basais se
mostraram significativamente maiores nos animais experimentais, em compara¢cdo com o0
grupo controle (102,0 = 2,4 mmHg; 375,2 + 15,4 bpm). Em relacdo aos valores basais de FSR
(controle: 3,4 +0,4 ml-min’; experimental: 3,9 0,2 ml-min™), CVR (controle: 0,0288 + 0,0044
ml-(min-mmHg) *; experimental: 0,0336 + 0,0012 ml-(min-mmHg)™) e ASR (controle: 0,0300 +
0,0095 V e 89,5 + 3,67 spikes-s™ ; experimental: 0,0351 + 0,0109 V e 78,1 + 4,89 spikes-s™),

estes foram similares entre os grupos.
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Figura 3: Tracados representativos dos animais controle (A) e experimental (B) nos periodos basal e apds infuséo intravenosa de hexamet6nio. (PAP: pressao arterial

pulsatil;, ASR: atividade nervosa simpética renal; IntASR: integral da atividade nervosa simpatica renal e FC: frequéncia cardiaca).
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Tabela 2: Média + EPM dos valores basais de pressédo arterial média (PAM), da frequéncia
cardiaca (FC), do fluxo sanguineo renal (FSR), da condutancia vascular renal (CVR) e da
atividade simpatica renal (ASR) dos animais dos grupos controle e experimental.

Controle Experimental
PAM (mmHg) 102,4 + 2,4 124,4 + 3,0
FC (bpm) 3752+ 15,4 437,9 + 10,5*
FSR (ml-min™) 34+04 39+0,2
CVR (gl-(min-mmHg)™) 28,8+ 4,4 336+1,2
INtASR (V) 0,0300 + 0,0095 0,0351 + 0,0109
ASR (spikes-s™) 89,5 + 3,67 78,1 + 4,89

* diferente do grupo controle; p<0,05.

5. Efeitos do aumento do consumo de sddio durante o periodo pds-natal sobre
a funcéo cardiovascular ex vivo dos animais adultos

A figura 4 apresenta as curvas dose-resposta de acetilcolina (ACH) e nitroprussiato
de sodio (NPS) em anéis de aorta isolados. Como podemos observar, a sobrecarga de
sédio durante o periodo pds-natal ndo altera o relaxamento vascular dependente de
endotélio (Figura 4A), entretanto, o relaxamento vascular independente de endotélio

(Figura 4B) se mostra comprometido nos animais do grupo experimental, em comparacao
com os animais do grupo controle.

A Curva ACh B Curva NPS
0 09 B y *
g™ o) “ i e Controle (E+), n=8
é 10 é 407 e s Experimental (E+), n=8
< T 60 = Controle (E-), n=8
S 60 S ;
e ® s0- v Experimental (E-), n=9
°\° 804 °\°
100 g
100- 1204
9 8 7 6 5 M 40 9 8 7 £ 5
Log [Ach] (mol-L") Log [NPS] (mol-L™)

Figura 4: Reatividade vascular em anéis de aorta abdominal na presenca (A) e na auséncia de endotélio (B)

de animais controle e submetidos ao aumento da ingestéo de sédio durante o periodo pds-natal. * diferente
do grupo controle. p<0,05.
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Os animais submetidos a sobrecarga de sédio durante o periodo pds-natal ndo
apresentaram sinais de hipertrofia ventricular esquerda, como verificado através do indice
de massa ventricular (controle: 0,2439 + 0,0111 g-cm™; experimental: 0,2012 + 0,0134

g-cm™).

A figura 5 apresenta os valores médios de pressao intraventricular sistélica (Figura
5A), pressao intraventricular diastolica (Figura 5B), dP/dt+ (Figura 5C), dP/dt- (Figura 5D),
pressao de perfusdo (Figura 5E), pressao desenvolvida no ventriculo esquerdo (VE; Figura
5F) e FC (Figura 5G) dos coragdes isolados dos animais controle e experimentais durante

os periodos basal e de reperfuséao.

E possivel observar, que, os animais submetidos & sobrecarga de sodio durante o
periodo pos-natal apresentam maior presséo intraventricular diastélica durante o periodo
de reperfusao (23,1 + 5,15 mmHg; Figura 5B) quando comparado ao periodo basal (12,0 +
1,46 mmHg; Figura 5B) e ao grupo controle no periodo de reperfusdo (11,6 + 1,4 mmHg;
Figura 5B), indicando comprometimento do relaxamento cardiaco nesta situagéo.

14



[l Controle (n=9) [[] Experimental (n=8)

>
w

~ -
3 150 ] 30- "t
: —_— : —
2D 22 T
BE T £E
& £ 100- ® £ 20
> E - > =
= o g o
E9 - £ 2 T
= d = 104
23 o
7)) L lg (1]
n 0 )
< 0- ; T o 0-
- k | k { o [ I | k l~ i
C Basal Reperfusio D Basal Reperfusao
£ 30007 = 1200,
L 250- T = T
E E 1500
£ 2000 £
il I S 1000 T
£ 1500 £ 1000
o 1000- é
s 5004
w 500 )
3 S
% 0- T T % 0- T T
' Basal ' ' Reperfusio ' Basal ' Reperfusio
o 150+ 3 150
“ 35
‘t > I
O T 100 g £ 100 T
< £ T T ® E
o £ 0w I
lg < 50 o > 501
" i)
o
o 4 ¢
5 £ o
0- T T o 3 T T
1 ] L ] : : k = {
: Basal " " Reperfusio Basal Reperfus&o

250 1 -
E 200-
S
8 1504
Q 1001
50
o . r

Basal " ' Reperfusio

Figura 5: Média + EPM das pressdes intraventriculares sistélica e diastélica (A e B), dP/dt+ (C), dP/dt- (D),
pressao de perfusdo (E), pressdo desenvolvida no ventriculo esquerdo (F) e frequéncia cardiaca (G) nos
periodos basal e de reperfusdo nos coracdes isolados de animais controle e submetidos a sobrecarga de
sodio. * diferente do grupo controle; p< 0,05.
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6. Efeitos da dieta hipersddica (NaCl 0,3M) durante as fases pds-natais sobre

0s ajustes cardiovasculares induzidos pela infusdo de salina hipertonica

As respostas cardiovasculares induzidas por infusdo de salina hipertdnica nos
grupos experimental e controle estdo expressas na Figura 6. Os resultados obtidos no
grupo controle (n=8) demonstram que a sobrecarga de sodio provocou aumento transitorio
PAM com pico aos 10 minutos (9,2 + 2,2 mm Hg em relacdo ao basal; Figura 6 A). Além
disso, foi observada diminuicéo transitoria da FC (qp-18,9 = 7,9 bpm, 10 minutos apés a
infusdo; Figura 6B). Neste grupo, o FSR elevou-se imediatamente apés a sobrecarga de
sédio (37,7 + 6,9% em relacdo ao basal, 10 minutos apés a infusdo; Figura 6C) e se
manteve elevado até 60 minutos apods a infuséo (qb0,8 + 4,7% em relacdo ao basal; Figura
6C). Foi observado que a infusdo de solucdo salina hipertbnica promoveu aumento da
CVR por todo o periodo experimental (qb0,0 £ 4,4% em relacdo ao basal; 60 minutos apoés
a infuséo; Figura 6D).

Nos animais submetidos a dieta hipersédica 0,3 M (n=5), a infusdo de solucéo salina
hipertdnica também promoveu aumentos transitorios da PAM, significativamente maiores
gue os observados no grupo controle, com pico aos 10 minutos (8,7 £ 1,7 mm Hg em
relacéo ao basal; Figura 6A). Foi observada bradicardia apos 10 minutos da sobrecarga de
sédio, da mesma forma como ocorreu no grupo controle, entretanto a bradicardia
observada nestes animais foi mais duradoura que a observada no grupo controle (p-25,0 +
10,2 bpm, apds 60 min; Figura 6B). Com a infusédo de salina hiperténica foram observados
aumentos mantidos do FSR (gq80,8 + 11,0% em relacdo ao basal, 60 minutos apds a
infusdo; Figura 6C) e da CVR (q27,9 = 12,3% em relacdo ao basal, 60 minutos apos a
infusdo; Figura 6D), entretanto, os aumentos de FSR e CVR verificados nos animais do
grupo experimental foram significativamente menores que os observados nos animais do

grupo controle.
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Figura 6: Efeitos cardiovasculares induzidos por infusdo de salina hipertdnica nos animais controle e
submetidos ao aumento da ingestdo de sddio durante as fases pds-natais (experimental). A) presséo arterial
média (PAM); B) frequéncia cardiaca (FC); C) variacdo percentual do fluxo sanguineo renal (FSR); D)
variagdo percentual da condutancia vascular renal (CVR).* diferente do tempo O; A diferente do grupo
controle. p < 0,05.

7. Efeitos da dieta hipersodica (NaCl 0,3M) durante as fases pds-natais sobre a

ingestdo de 4gua e sddio induzida pela deplecao de sédio.

Como podemos observar na Figura 7, a ingestdo induzida de agua foi levemente
maior no grupo experimental (10,1 £ 1,2 ml, 120 min apés a oferta da bureta contendo
agua; n=9; Figura 7A) em comparacdo com o grupo controle (8,4 £ 0,8 ml, 120 min apos a
oferta da bureta contendo agua; n=9; Figura 7A). Entretanto, foram evidenciadas diferencas
significativas na ingestéo induzida de sodio 0,3 M entre 0s grupos, sendo que a ingestao de
sédio esta diminuida no grupo experimental (7,8 + 1,1 ml, 120 min apds a oferta da bureta

contendo solugéo de NaCl 0,3M; Figura 7B) em relagcdo ao grupo controle (12,1 £ 0,6 ml,
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120 min apoés a oferta da bureta contendo solucédo de NaCl 0,3M; Figura 7B).
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Figura 7: Média + EPM da ingestdo cumulativa de agua (A; ml) e da ingestdo cumulativa de sédio 0,3M (B;
ml), em resposta a administracdo subcuténea de furosemida, em ratos controle e submetidos ao aumento da
ingestéo de sodio durante as fases pds-natais (experimental). * diferente do tempo 0; A diferente do grupo

controle. p < 0,05.

DISCUSSAO

Diversos estudos tém demonstrado que situacdes a que o individuo esta submetido
durante a vida intra-uterina estdo relacionadas a patologias desenvolvidas na fase adulta,
dentre as quais destacamos a hipertensao arterial (Bao et al., 1995; Li et al., 1995; Vidonho
Jr. et al., 2004). Apesar de demonstrarem a participagcdo da vida intra-uterina no
desenvolvimento desta patologia, os diversos estudos ndo avaliaram a participacédo
especifica do periodo pés-natal no desenvolvimento de hipertensdo. Nossos resultados
ampliam os achados destes estudos, indicando que, ndo apenas as fases pré-natais, mas o
periodo pos-natal possui papel importante na elevagcédo da PA observada na fase adulta.

Nossos resultados demonstram que o aumento do consumo de sédio durante o
periodo pés-natal promove elevacdo da PAM e da FC de animais adultos, diminuicdo da
sensibilidade barorreflexa, sem alterar os valores basais de FSR, CVR e ASR. Observamos
também, comprometimento do relaxamento cardiaco e do relaxamento vascular
independente de endotélio na fase adulta. Ademais, quando estes animais foram
submetidos a desafios osmoéticos, observamos que as respostas cardiovasculares e

comportamentais estdo alteradas. Isto pode ser observado pelo aumento da resposta
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hipertensora e diminuicdo da vasodilatacdo renal em resposta a hipernatremia aguda e,
ainda, a reducédo da ingestdo de sddio induzida pelo protocolo de deple¢do. Em conjunto
estes resultados demonstram, pela primeira vez na literatura, que o aumento do consumo
de cloreto de sbdio nas fases pds-natais resulta em um comprometimento na regulacao

cardiovascular e comportamental na fase adulta.

Varios estudos tém demonstrado que a manutencdo da osmolaridade e do volume
plasmatico é fundamental para a homeostase (Johnson & Thunhorst, 1997; Antunes-
Rodrigues et al., 2004). Assim, variacdes da concentracdo plasmatica de sodio ou do
volume circulante desencadeiam um conjunto de ajustes comportamentais e vegetativos
que visam corrigir estes desvios, restabelecendo as condi¢fes fisiolégicas. Durante o
periodo de tratamento, os animais do grupo experimental ingeriam quantidade
significativamente maior de sédio quando comparados ao grupo controle. Assim, para que
se mantivessem niveis normais de osmolaridade plasmatica, os animais do grupo
experimental apresentaram aumento do volume urinario e da concentragdo urinaria de
soédio quando comparados ao grupo controle (Tabela 1); tais diferencas nédo se observaram
durante o periodo de recuperacdo, durante o qual a ingestdo e a excrecao de ion sodio

foram semelhantes entre 0s grupos.

Ufnal et al. (2011) testaram os efeitos de dieta hipersodica solida durante as fases
pos-natais sobre a ingestdo de sodio e PAM na idade adulta. Neste trabalho, observou-se
gue a dieta sdlida ndo alterou o padrao de ingestdo de sédio ou a PA nos animais adultos.
Possivelmente, os resultados observados neste trabalho devam-se ao protocolo utilizado
pelos autores, no qual o aumento da oferta de sédio foi feito através da racdo. Assim,
embora o grupo experimental tenha ingerido maior quantidade de sédio na ragdo, estes
animais tiveram livre acesso a agua, o que resultou em um aumento da ingestédo de agua e
consequentemente diluicdo dos ions ingeridos. Devido a isto, provavelmente, o aumento do
consumo de sodio ndo foi capaz de alterar significativamente a osmolaridade plasmatica
dos animais experimentais, assim como nao alterou nenhum dos parametros
cardiovasculares ou comportamentais analisados por estes autores. Contrapondo-se a este
trabalho, em nosso estudo, o aumento da ingestdo de sédio ocorreu através de solucao
salina hiperténica, que foi a Unica fonte hidrica dos animais. Assim, 0s animais nao foram
capazes de diluir o soédio ingerido, desta forma, respostas vegetativas, e nao
comportamentais (e.g. ingestdo de agua), foram necesséarios para que a osmolaridade
plasmatica fosse mantida.

A ontogénese da hipertensdo essencial ainda ndo é completamente conhecida,
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entretanto estudos em humanos e em modelos animais indicam que o0 aumento da ingestao
de sédio esta associado a esta patologia (Campese, 1994; Sacks et al., 2001; Jones, 2004;
Brooks et al., 2005; Osborn et al., 2007). Embora ainda se trate de um tema controverso,
varios estudos demonstraram que o aumento isolado da ingestdo diaria de sodio ndo
promove aumentos da PA em animais controle, no entanto, cabe ressaltar que nestes
estudos a dieta enriquecida em sddio foi administrada nos animais adultos (Brooks et al.,
2005; Osborn et al., 2007), o que, mais uma vez, difere do protocolo utilizado no presente
trabalho. Nossos resultados demonstraram que o aumento da ingestdo de sodio (NacCl
0,3M) nas fases poOs-natais promoveu aumentos da PA basal nos ratos adultos. Ademais, a
elevacdo PA estabelecida nesses animais ndo foi revertida ap6s a retirada da dieta
hipersddica, indicando que o aumento do consumo de sédio nas fases pos-natais provocou
alteracdes permanentes nos niveis pressoricos, sugerindo alteracbes permanentes nas

vias e mecanismos envolvidos na regulacao cardiovascular.

Estudos epidemioldgicos demonstram que maes que sofreram episoédios de vomitos
e desidratacdo durante os trés primeiros meses da gravidez geravam filhos que na
adolescéncia possuiam pressao sistélica aumentada (Malaga et al., 2005). Neste sentido,
Vidonho Jr. (2004) observou maior PA na prole adulta de mées que foram alimentadas com
dieta hipersédica (0,65 M ou 1,3 M de NaCl) durante a gestacéo e a lactacdo. Consistentes
com estas evidéncias, nossos resultados demonstraram que o aumento do consumo de
sédio (NaCl 0,3 M) durante fases pds-natais promoveu aumento da PAM basal em ratos
adultos ndo anestesiados. Assim, o presente trabalho estende os resultados demonstrados
anteriormente, uma vez que, ndo apenas as fases uterinas, mas também as fases pos-

uterinas sédo fundamentais para a determinacéo da PA em fases adultas.

Ainda ndo esta claro como o aumento da ingestao de sodio contribui para o aumento
da PA, entretanto varias evidencias sugerem um componente de origem neurogénica. Esta
origem pode ser comprovada pelo fato de que a hipertensdo sal-dependente esta
associada a aumentos da atividade simpatica. Ademais, lesdes de regides hipotalamicas
envolvidas no controle do sistema cardiovascular, como a regido anteroventral do Il
ventriculo (AV3V), o 6rgdo subfornicial (SFO) e o nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN), previnem ou reduzem os aumentos da PA observados em modelos de hipertensao
sal-dependente (Brody et al., 1978; Brody & Johnson, 1980; Herzig et al., 1991). Ademais,
outros estudos tém demonstrado que o aumento do consumo de sal potencializa a simpato-
excitacdo e o0 aumento da PA induzidos pela estimulagdo da neurotransmissao

glutamatérgica da regiao rostroventrolateral do bulbo (RVLM; Adams et al., 2007). Assim, 0
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sédio poderia alterar propriedades intrinsecas dos neurbnios, e, consequentemente,

aumentar a excitagdo sobre os neurdnios pré-ganglionares simpaticos.

Os barorreceptores arteriais sdo mecanorreceptores, localizados no arco aortico e
no seio carotideo, capazes de detectar alteracdes da PA através do estiramento dos vasos
em que se encontram. O aumento da pressao arterial promove estiramento celular e
consequente aumento da frequéncia de disparo de potenciais de acdo destes neurdnios,
enviando informa¢Bes ao SNC, que promove uma série de ajustes a fim de restabelecer os
valores basais de PA. Os animais submetidos a dieta rica em sddio durante o periodo pés-
natal apresentaram IB significativamente menor quando comparado com 0S animais
controle, indicando diminuicdo da sensibilidade do barorreflexo. E licito supor que esta
menor sensibilidade tornou este reflexo incapaz de perceber e corrigir as alteragdes na PA,
0 que pode, a longo prazo, ter levado a elevacdo da PA observada nestes animais. De fato,
alguns modelos de hipertensdo arterial tém apresentado comprometimento da funcao
barorreflexa (Judy & Farrell, 1979; Schenk & McNeill, 1992), como demonstrado neste
trabalho.

Alguns estudos demonstram que o0 aumento da ingestdo de sodio na fase adulta ndo
altera os valores basais de ASR (Pawloski-Dahm et al.,, 1993; Ito et al., 1999).
Corroborando com estes resultados, demonstramos que a sobrecarga de sodio durante o
periodo pos-natal ndo promoveu alteragbes nos valores basais deste parametro.
Entretanto, é importante destacar que o presente estudo avaliou apenas a atividade
simpatica para o territorio renal. Assim, no presente momento, ndo podemos excluir que a
dieta hipersdédica nas fases poés-natais possa alterar a atividade simpatica de outros
territérios, como esplancnico e lombar, contribuindo assim para a elevacdo da PA
observada neste modelo.

Em revisdo, Widlansky et al. (2003) observou que a disfuncdo endotelial em artérias
periféricas € um importante indicativo de eventos cardiovasculares adversos em humanos,
como infarto e morte. Tzemos et al. (2008), recentemente observaram que a dieta rica em
sédio também leva ao comprometimento da funcédo endotelial em humanos normotensos
saudaveis. Varios estudos tém demonstrado que a hipertensdo pode estar associada com
diminuicdo do relaxamento vascular endotélio-dependente (Lockette et al.,1986; Luscher et
al., 1986). De fato, tanto a atividade quanto a expressao da éxido nitrico sintase endotelial
(eNOS) mostram-se diminuidas em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Entretanto
0s motivos pelos quais esta diminuigcdo ocorre permanecem desconhecidos (Chou et al.,

1998). Tem sido proposto que danos na estrutura e/ou funcdo endotelial possam ser um
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importante fator que esteja intimamente relacionada com o progresso da hipertensao. Tal
hipotese é sustentada por estudos que indicam que a funcéo endotelial € normal em SHR
jovens enquanto que estd comprometida em SHR apds 14 semanas de vida, momento em
qgue a hipertensao arterial esta estabelecida neste modelo (Chou et al., 1998). No presente
trabalho, observamos que o tratamento com dieta hipersddica ndo alterou o relaxamento
vascular dependente de endotélio. E possivel que o ndo comprometimento do relaxamento
endotélio dependente se deva ao estagio do processo hipertensivo analisado em nosso
estudo. Entretanto, nossos resultados demonstram que o0 relaxamento vascular
independente de endotélio se mostrou comprometido nos animais submetidos a sobrecarga
de sédio durante o periodo pds-natal. Isto provavelmente se deve a um aumento da rigidez
vascular nestes animais. Como evidenciado por Safar & Boudier (2005), durante o
desenvolvimento do organismo, alteragbes crénicas do fluxo sanguineo e da PA causam
alteracoes correspondentes no diametro das artérias levando ao espessamento da parede
dos vasos. De fato, a estrutura dos vasos se adapta continuamente a alteracdes de carga
hemodinamica. Este remodelamento € regulado pela sensibilidade dos tecidos vasculares
ao estresse de cisalhamento e de tensdo, nos casos de fluxo e PA, respectivamente
(Cowan & Langille, 1996). Assim, é licito supor que a elevacdo da PA observada nos
animais experimentais possa produzir alteracbes no espessamento da Aorta levando ao
aumento da rigidez da parede vascular, e consequente reducdo do relaxamento deste

Vvaso.

Conceitualmente, a diastole abrange o periodo de tempo durante o qual o miocardio
perde a sua capacidade de gerar forca e encurtar e retorna a um comprimento e forca
basais. Por extensdo, disfuncdo diastélica ocorre quando esses processos sao
prolongados, diminuidos ou incompletos (Zile et al., 2002). O relaxamento é um processo
ativo e depende, principalmente, da absorcdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico
durante a diastole, e em condi¢cdes normais, ocorre durante o primeiro ter¢co da diastole. A
rigidez diastélica final, embora possa ser influenciada por diferentes fatores, é afetada
principalmente pelos componentes estruturais do miocardio (Cingolani et al., 2003). Nosso0s
resultados indicam que animais tratados com dieta hipersédica durante o periodo pos-natal
apresentam pressao diastdlica final aumentada em relacdo ao grupo controle, durante o
periodo de reperfusdo, sugerindo comprometimento do relaxamento cardiaco. Estes
resultados caracterizam a disfuncdo diastélica ventricular, que, como demonstrado por
LeGrice et al. (2012), é um dos estagios do progresso do estado hipertensivo. Trabalhando

com animais normotensos e SHR com 3, 12, 18 e 24 meses de vida, estes autores, através
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de dados hemodindmicos e morfoldgicos, demonstraram quatro estdgios distintos do
processo hipertensivo: hipertensé@o sistémica, disfungéo diastolica, insuficiéncia sistdlica
prematura e insuficiéncia cardiaca descompensada. Ademais, diversos estudos
demonstram que animais SHR apresentam comprometimento do relaxamento cardiaco
(Nishimura et al., 1985; Zile et al., 2002; Cingolani et al., 2003). Nestes animais a disfuncéo
diastélica se deve a hipertrofia ventricular observada com o progresso do quadro
hipertensivo.

A espessura de parede é um importante determinante da rigidez diastélica do
ventriculo esquerdo. Em cora¢cBes hipertrofiados, o conteddo de colageno ¢é
substancialmente aumentado quando comparado com cora¢gdes normais, o que postula-se
como causa da diminuicdo da complacéncia do ventriculo esquerdo (Nishimura et al.,
1985). Varios autores tem relacionado o consumo de sal com disfungédo diastodlica
ventricular esquerda em individuos hipertensos. Tzemos et al. (2008) demonstram que o
consumo de sodio pode, similarmente, causar disfuncdo diastélica mesmo em animais
normotensos com sistema renina-angiotensina integro. Neste trabalho, os autores sugerem
ainda que o excesso de sal aumentaria a concentracdo intracelular de calcio, o que
comprometeria o relaxamento miocardico. Em nosso estudo, ndo foram observados sinais
de hipertrofia ventricular esquerda nos animais tratados com dieta hipersédica, no estagio
em que avaliamos. Assim, € possivel que o comprometimento da funcdo diastdlica
observada seja devido ao aumento da concentracdo intracelular de célcio, ou ainda, a
possiveis problemas de re-captacdo do ion célcio durante o processo de relaxamento
muscular. Entretanto, novas investigacdes sdo necessarias para analisar 0S processos

envolvidos na disfuncéo diastdlica.

Diversos estudos anteriores buscaram determinar os efeitos da hipernatremia aguda
sobre parametros cardiovasculares e renais. Assim como 0s resultados obtidos no
presente trabalho, sdo descritos aumentos mantidos do FSR e da CVR, acompanhados de
hipertenséo transitoria, sem alteracbes da FC (Fujita et al., 1991; Mozaffari et al., 1997;
Sera et al., 1999; Bealer, 2000; Pedrino et al., 2005; Pedrino et al., 2006). Admite-se que
estes ajustes, desencadeados pelo aumento da concentracdo plasmatica de sodio, facam
parte de um conjunto de respostas integradas que visam promover a natriurese,

restabelecendo, assim as condi¢cdes volémicas normais.

Ademais, recentemente demonstrou-se que a vasodilatacdo induzida pela

sobrecarga de sodio é especifica para o territério renal, ndo havendo alteracbes da
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condutancia vascular mesentérica ou aértica (Pedrino et al., 2005). Apesar de ser um
mecanismo classico presente nas respostas a hipernatremia, os fatores envolvidos na
vasodilatacdo renal ainda ndo foram completamente determinados. Varias evidéncias
sugerem a participagdo de mecanismos neurais e humorais nas respostas de vasodilatagéo
renal & sobrecarga de sodio, entretanto até o presente momento a relacdo entre essas

respostas ainda ndo esta bem definida.

Varios estudos tém demonstrado que o aumento transitério da PA em resposta a
sobrecarga de sédio parece estar diretamente relacionado ao aumento da atividade
simpética lombar e a liberacdo de vasopressina (Hatzinikolaou et al., 1981; Crofton &
Share, 1989; Weiss et al.,, 1996). No presente estudo, evidenciamos que, nos animais
submetidos a dieta enriquecida em sédio (NaCl 0,3M), a resposta hipertensora a
sobrecarga de sodio foi inicialmente potencializada quando comparada aos animais do
grupo controle. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos em que foram
evidenciados aumentos na magnitude e duracdo da resposta hipertensora a hipernatremia
em diferentes situacdes nas quais a vasodilatacao renal é bloqueada (Weiss et al., 1996;
Sera et al., 1999; Pedrino et al., 2005; Pedrino et al., 2008). Ademais, foi proposto que a
hipernatremia induz inicialmente um mecanismo caracterizado pela secrecao de peptideos
vasoativos e pela reducdo da atividade simpatica renal. Este mecanismo resultaria entdo
em reducBes na resisténcia vascular renal e na reabsor¢cdo de sodio, resultando em
excrecdo de sbédio. Se este primeiro mecanismo nao for capaz de reduzir apropriadamente
a concentracdo plasmatica de sédio, um aumento generalizado da atividade simpatica
promove aumentos da PA, acarretando aumentos na pressao de perfusdo renal, na taxa de
filtracdo glomerular e consequente natriurese (Toney et al., 2003). Tendo como base este
modelo, 0 aumento da resposta hipertensora a hipernatremia, 10 minutos apos a infuséo de
salina hipertdnica, observado nos animais submetidos a dieta hipersédica 0,3 M, pode ser
explicado pela inoperancia do mecanismo inicial, resultando em um aumento generalizado

da atividade simpatica e consequente hipertensdo arterial mantida.

Respostas comportamentais a perda de liquidos corporais, juntamente com
respostas neurais e endocrinas sdo fundamentais para restabelecer a homeostasia. Os
ajustes comportamentais sao regulados pelas alteracbes na osmolaridade plasmatica,
fatores enddcrinos (angiotensina e aldosterona, por exemplo) e sinais neurais proveniente
dos barorreceptores, osmorreceptores e receptores cardiopulmonares (Johnson &
Thunhorst, 1997). Tais aferéncias que chegam ao encéfalo requerem integracdo entre as

diversas estruturas do sistema neural, como a lamina terminal, a amigdala, a area
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perifornical, o PVN, o nucleo parabraquial lateral (NPBL), o nucleo do trato solitario (NTS) e
a area postrema. Estas estruturas recebem aferéncias sensoriais e processam informacdes
relacionadas ao balanco hidromineral (Johnson & Thunhorst, 1997). Os osmorreceptores
que controlam a sede estao presentes nas visceras e em estruturas como 0 SFO e o OVLT,
que sao livres de barreira hematoencefalica (Johnson & Thunhorst, 1997). A angiotensina e
a aldosterona agem em estruturas da lamina terminal estimulando a sede e o apetite ao

sédio em situagfes de hipovolemia. (Johnson & Thunhorst, 1997).

A FURO é um diurético/natriurético que reduz a reabsorcao renal de sodio e agua,
causando hipovolemia. Atua no ramo ascendente espesso da al¢ca de Henle inibindo o co-
transportador de sodio, potassio e cloreto. Tal hipovolemia ativa o sistema enddécrino e o
sistema nervoso autbnomo a fim de manter PA (Wolf et al., 1974). Nesta situacao,
observamos a ativacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico, que esta relacionada ao
aumento do ténus vascular, do retorno venoso, da frequéncia e da contratilidade cardiaca e
ainda da reabsorcdo renal de sodio e agua. Ocorre elevacdo de renina, angiotensina,
vasopressina e aldosterona plasmaticas, entre outras substancias, que agem na retencéo
de sodio e agua (Vander & Carlson, 1969). Entretanto, para que se corrijam déficits
absolutos de agua e solutos extracelulares, sdo necessarios comportamentos de sede e

apetite ao sédio (Mckinley & Johnson, 2004).

Nicolaidis et al. (1990) evidenciaram que ratas gravidas submetidas a desidratacéao
extracelular geravam uma prole com o apetite ao sédio aumentado. Em conjunto, estes
estudos demonstraram que a sensibilidade ao sédio em fases adultas podem ser
determinados antes do nascimento, através de diferentes influéncias materno-fetais,
incluindo mudancas na homeostase hidromineral. Entretanto, nestes achados nao foi
identificado o possivel papel das fases poOs-natais na determinacdo da sensibilidade ao
sédio em fases adultas. Nossos resultados corroboram e ampliam os achados destes
autores, uma vez que o aumento da ingestdo de sal (NaCl 0,3M) nas fases pés-natais
promoveu, em ratos adultos, a diminuicdo da ingestdo de sédio induzida pela deplecédo de

sédio.

CONSIDERACOES FINAIS

Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que alteragdes
na homeostase hidromineral na vida pos-uterina alteram 0s ajustes comportamentais e
cardiovasculares induzidos por deplecédo de sddio e por infusdo de salina hipertdnica (NacCl
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3 M). Além disso, demonstram que uma dieta rica em sddio durante o periodo po6s-natal
altera a sensibilidade barorreflexa e a PA na fase adulta, além de comprometer o
relaxamento cardiaco apds isquemia e o relaxamento vascular independente de endotélio.
Entretanto, novos estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos pelos quais tais

modificacdes ocorrem.
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