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RESUMO

A interacdo entre PA e ingestao de sodio € amplamente reconhecida e apoiada
por numerosos estudos. Mais recentemente, estudos clinicos vem mostrando
uma estreita relacdo entre aumento de rigidez arterial (medida por VOP) e
consumo de sal em populacdes. Nosso estudo teve como obijetivo, inferir a
rigidez arterial por VOP em ratos SHR apoés tratamento com sal (1%), teor
correspondente ao consumo médio brasileiro (9,34 g sal - PNS). Ratos machos
Wistar e SHR foram divididos em: controle (Wistar/C e SHR/C) e sal, recebendo
solucéo de NaCl 1% por 60 dias: (Wistar/S e SHR/S). Durante o tratamento, 0s
ratos foram submetidos (basal, ~30 e ~60 dias) a afericdo da presséo arterial
sistélica (PAS) por pletismografia de cauda e avaliagbes em gaiola metabdlica.
Apos 60 dias, os animais foram cateterizados nas areas carétida e femoral para
analises de VOP e medidas hemodinamicas direta. As aortas foram coletadas e
preparadas para analise histologica para determinar espessamento arterial,
fragmentacao de laminas elésticas, deposicao de coldgeno e tensao e estresse
de parede. Durante o tratamento, observamos aumento da PAS apenas em
animais SHR ~30 dias (SHR/C 200 + 5,2 vs. SHR/S 218 + 3,2, P<0,01) e ~60
dias (SHR/C 206 + 5,8 vs. SHR/S 225 + 3,3, P<0,05). Apds 60 dias, o0 consumo
cronico de sal aumentou significativamente a rigidez arterial de ratos SHR,
correspondendo a 8% na medida de VOP (SHR/C 6,2 + 0,2 vs. SHR/S 6,7 + 0,3
m/s), e 11% na PP (SHR/C 54 £1,3 vs. SHR/S 60 £+ 1,7 mmHg). O aumento de
rigidez arterial, foi observado independente do aumento concomitante da PAS,
pois observamos queda de PAS no grupo SHR/C (61 mmHg) e SHR/S (72
mmHg) apds anestesia no protocolo cirdrgico, reducdo ndo detectada em
animais Wistar. Avaliacdes na estrutura aértica do grupo SHR/S evidenciaram
aumento de 9% na deposicao de colageno e 130% na fragmentacao de lamina
elastica. Por consequéncia, observamos aumento de 18,6% na tenséo e 6,1%
no estresse de parede em relacédo ao grupo SHR/C. Estes achados sustentam
nossa hipétese que a sobrecarga salina a 1% pode causar alteracdes na
dindmica e estrutura vascular levando ao surgimento de doencas
cardiovasculares, o que reforca a necessidade de reducdo no consumo de sal

cOmo uma importante estratégia para a prevencao de eventos cardiovasculares.



ABSTRACT

The interaction between BP and sodium intake is widely recognized and
supported by numerous studies. More recently, clinical studies have shown a
close relationship between increased arterial stiffness (as measured by the gold
standard VOP choice) and salt consumption in populations. Our study aimed to
infer arterial stiffness by VOP in SHR rats after treatment with salt (1%), a content
corresponding to the average Brazilian consumption (9.34 g salt - PNS). Male
Wistar and SHR rats were divided into: control (Wistar/C and SHR/C) and salt,
receiving 1% NacCl solution for 60 days: (Wistar/S and SHR/S). During treatment,
the rats were submitted (baseline, ~30 and ~60 days) to measurement of systolic
blood pressure (SBP) by tail plethysmography and metabolic cage evaluations.
After 60 days, the animals were catheterized in the carotid and femoral areas for
PWV analysis and direct hemodynamic measurements. The aortas were
collected and prepared for histological analysis to determine arterial thickening,
elastic lamina fragmentation, collagen deposition and wall tension and stress.
During treatment, we observed an increase in SBP only in animals SHR ~30 days
(SHR/A 200 + 5.2 vs. SHR/S 218 + 3.2, P<0.01) and ~60 days (SHR/A 206 + 5.8
vs. SHR/S 225 + 3.3, P<0.05). After 60 days, chronic sodium intake significantly
increased arterial stiffness in SHR rats, corresponding to 8% in the PWV
measurement (SHR/C 6.2 £ 0.2 vs. SHR/S 6.7 £ 0.3 m/s),and 11% in PP (SHR/C
54 + 1.3 vs. SHR/S 60 + 1.7 mmHg). The increase in arterial stiffness was
observed regardless of the concomitant increase in SBP, as we observed a
decrease in SHR in the SHR/C (61 mmHg) and SHR/S (72 mmHg) groups after
anesthesia in the surgical protocol, a reduction not detected in Wistar animals.
Assessments of the aortic structure of the SHR/S group showed an increase of
9% in collagen deposition and 130% in elastic lamina fragmentation.
Consequently, we observed an increase of 18.6% in tension and 6.1% in wall
stress compared to the SHR/C group. These findings support our hypothesis that
1% sodium consumption can cause changes in vascular dynamics and structure,
leading to the emergence of cardiovascular diseases, which reinforces the need
to reduce salt consumption as an important strategy for the prevention of

cardiovascular events.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipertenséo, consumo de sal e rigidez arterial
Conceito, importancia e prevaléncia

As doencas cardiovasculares (DCV), afec¢des do coracao e circulagéo, tem sido
a principal causa de mortalidade no mundo desde a década de 1960. No Brasil,
ocasionam cerca de 46 mortes a cada hora (Ribeiro et al., 2016; SBC, 2021). A
hipertenséo arterial (HA) é considerada o mais expressivo fator de risco para
estas doencas (Brasileira, 2016). O estudo de NHANES I, observou presenca de
hipertensdo em 1.557 de 1.992 mortes por doencgas circulatérias (Ford, 2011).
Evidéncias cientificas ja demonstraram que pequenas reducdes na pressao
arterial (PA), podem produzir grande impacto na reducdo da morbimortalidade

cardiovascular (Bombig et al., 2014).

A hipertensdo arterial € uma condicdo clinica de origem multifatorial,
caracterizada por sustentar elevacdo dos niveis de pressao arterial sistolica
(PAS) igual ou superior a 140 mmHg, e pressao arterial diastélica (PAD) acima
de 90 mmHg. Seu diagndstico € determinado a partir de afericdo de pressao

arterial em repouso dentro de condicdo estabilizada (Brasileira, 2016).

A alta prevaléncia de HA a torna um dos principais problemas de saude publica
no Brasil e no mundo. Um estudo de andlise sistematica para o Global Burden
of Disease comparou os efeitos independentes de 67 fatores de risco e grupos
de fatores de risco de 21 regides entre 1990 e 2010. Este estudo classificou a
hipertensdo como o principal fator de risco global sendo responsavel por 9,4
milhdes de mortes/ano, figura 1 (Lim et al., 2012). No Brasil, estima-se que
aproximadamente 30% da populacao adulta possa ter PA elevada, e este indice
pode aumentar nas préoximas décadas em funcdo do envelhecimento da
populacdo (OMS, 2014).

1990 2010
Classificagédo Classificacédo % Mudanca
média Fator de risco Fator de risco média 0(95% UI;;
(95% UI) (95% UI)
11(1-2) " 1 Infancia abaixo do peso } 1 Pressao alta " 11(12) " 27%(19t0 34)
21(1-4) " 2 Poluig&o do ar doméstico }H'.‘r_‘__ 2 Tabagismo || 19(1-2) || 3% (-5to11)
29(2-4) " 3 Tabagismo ‘ 3 Polui¢io do ar doméstico " 46 (37) " -37% (<44 to-29)

|

|

| 7

| 40(3-5) " 4 Presso alta 4 Fruta baixa || 50(4-8) || 29% (25t034)
| 55(3-8) " 5 Amamentagao irregular } A 5 Etilismo ” 51(3-9) ” 32%(17t047)
E

igura 1: Hipertensao se torna principal fator de risco global. Modificado de Lim, et. al, 2012.
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Séo fatores de risco para a hipertensdo: Genética, idade, sexo, etnia, excesso
de peso e obesidade, alta ingestdo de sédio, consumo abusivo de alcool,
sedentarismo e fatores socioecondmicos. O tratamento da hipertensédo pode ser
dividido em tratamento medicamentoso, podendo ser realizado com diuréticos,
bloqueadores beta adrenérgicos e inibidores da enzima conversora de
angiotensina, e tratamento ndo medicamentoso (TNM) que esta relacionado a

boas praticas no estilo de vida (Brasileira, 2016).

Na abordagem nédo farmacoldgica da hipertenséo, a reducao do consumo de sal
€ uma das mais importantes intervengfes. Estudos jA& demostraram que ao
reduzir a ingestdo de sodio para quantidades recomendadas (<5 g de sal,
equivalente 2 g de sodio/dia, OMS), pode-se obter reducdo da pressao arterial
(Bombig et al.,, 2014). Em uma metanalise avaliando 3.230 individuos, foi
estimado que uma reducao na excrecédo de sddio urinario de 6 g sédio/dia estaria
associada a uma reducéo de 10,8 mmHg na PAS de individuos hipertensos, e
4,3 mmHg em individuos normotensos (Caldeira et al., 2013). Entre os indios
Yanomami, que consumiam baixa ingestédo de sal, ndo foram observados casos

de hipertensao arterial (Mancilha-Carvalho & Silva, 2003).

No entanto, estes estudos vao na contramao de tendéncias alimenticias que tém
se mostrado cada vez mais longe desta realidade. Na atualidade, exagerar na
quantidade de sodio € mais facil e imperceptivel do que se imagina, visto que
cada grama de sal de cozinha contém 0,4 g de sddio. Além do mais, o sédio esta
presente em grande parte dos alimentos industrializados. Estudos mostram que
a quantidade de sal consumida pelas familias brasileiras € em média de 12 g, ou
seja, duas vezes superior ao limite recomendado (IBGE, 2011). Uma pesquisa
realizada em 23 paises estimou que uma ingestdo de sal dentro do limite
recomendado, poderia em 10 anos, prevenir 8,5 milhdes de mortes no mundo
(Vanerson et al., 2015).

A exposicao da hipertenséo a longo prazo, pode levar a ocorréncia de lesdo de
orgaos-alvo (LOA) e alteracdes estruturais do sistema cardiovascular como:
desenvolvimento de hipertrofia ventricular esquerda, disfuncao renal e aumento
da rigidez adrtica, o que torna a HA ainda mais dificil de controlar (Muiesan et

al., 2013). Arigidez arterial € o termo empregado para caracterizar alteragdes de
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propriedades fisicas da parede arterial tais como distensibilidade, complacéncia
e elasticidade (Mendes-Pinto & Rodrigues-Machado, 2019). A medida da
velocidade da onda de pulso (VOP) é uma forma simples e ndo invasiva de
avaliar a rigidez das artérias. A medida da VOP pode ser verificada na aorta e
nos vasos arteriais periféricos. No entanto, atualmente a medida da VOP entre
a artéria carétida e femoral (VOP-cf), que define a velocidade de onda de pulso

principalmente da aorta, € a mais utilizada (Jannasz et al., 2019).

O enrijecimento das grandes artérias ocorrem por mecanismos que continuam a
ser investigados. Dentre eles, a arteriosclerose € um processo natural que
acompanha o envelhecimento causando endurecimento, perda de elasticidade
e espessamento progressivo das paredes arteriais. Esse mecanismo é derivado
de estresse oxidativo que causa efeitos degenerativos na tinica média ao longo
do tempo, no entanto foi descrito que a hipertensdo potencializa seus efeitos.
Um estudo com 1.079 individuos mostrou que o aumento da VOP em
hipertensos foi significativamente maior (0,93 m/s por década, P <0,001), do que

(0,44 m/s por década) em normotensos (Diaz et al., 2018).

Dada a importancia da hipertensdo como um potencial preditor clinico para o
agravamento das DCV, muitos estudos clinicos e pré-clinicos sdo desenvolvidos
para investigacdo de mecanismos fisiopatoldgicos. Dentre os modelos utilizados
em roedores, tem-se 0 rato espontaneamente hipertenso (SHR) que foi
desenvolvido por Okamoto e Aoki apds reproducédo genética de 20 geracdes
entre irmaos (inbred). Estes animais nhascem normotensos e, ao longo da vida,
tornam-se hipertensos, reproduzindo um modelo semelhante a hipertensédo
essencial humana. Dessa forma, a SHR € uma cepa reconhecida como de
exceléncia para estudos de investigacdo em hipertensdo e doencas

cardiovasculares (Fazan et al., 2006; Vanerson et al., 2015).
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1.2 Consideracdes teoricas

A pressdao arterial (PA) é definida por PAS e PAD, estas representam 0s pontos
extremos entre o fenébmeno pulsatil no ciclo cardiaco. O componente pulsatil é
definido pela presséo de pulso (PP= PAS-PAD) que depende de componentes
mecanicos e hemodinamicos em torno do componente fixo pressao arterial
média (PAM). O sistema arterial possui duas funcdes essenciais: a fungdo
condutora e a funcdo amortecedora (Nogueira et al., 2003; Safar & Laurent,
2003).

Pela funcdo condutora, as artérias sdo responsaveis por conduzir adequado
volume sanguineo do ventriculo esquerdo (VE) para os vasos de todos o0s
tecidos de acordo com necessidades metabdlicas. A funcdo amortecedora
atenua o choque causado pelas pulsac¢des intermitentes da contracéo ventricular
esquerda a partir das propriedades viscoelasticas da parede arterial, de modo
gue o sangue seja direcionado em um fluxo quase constante. A unido destas
duas funcbes forma a propagacéo (onda ejetora) e reflexdo da onda de pulso
arterial (onda refletida), exemplo figura 2 (Mendes-Pinto & Rodrigues-Machado,
2019; Michael O’Rourke, 1995; O’'Rourke, 2013).
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Figura 2: Composicdo da onda de pulso aodrtica pela onda ejetora e onda refletida. PP: presséo de
pulso. Modificado de Mendes-Pinto & Rodrigues-Machado, 2013.

A capacidade das artérias de acomodar o volume ejetado pelo VE pode ser
descrita como distensibilidade, complacéncia ou rigidez arterial (Michael
O’Rourke, 1995). Isso se deve as propriedades mecéanicas passivas das artérias
de grande calibre dadas, especificamente, pela elastina e pelo colageno. A aorta,
se distende durante a sistole, acomodando o aumento de volume, reduzindo
pressdo, e recua durante a diastole para manter a pressdo. Como resultado

desse mecanismo de tamponamento, a presséo arterial média é mantida dentro
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do sistema arterial e o fluxo néo pulsétil € obtido no leito capilar (Pickup et al.,
2019). A elastina se organiza em fibras elasticas na parede vascular
representando 40-50% do peso seco tecidual na aorta toracica, sendo o principal
componente da artéria aorta abdominal e carétidas (Rucker, 1976). As fibras
elasticas permanecem por toda a vida do organismo, porém estdo vulneraveis a
degradacédo e despolimerizacdo, 0 que altera suas propriedades mecanicas
(Mitchell, 2014; Rucker & Tinker, 1985).

O “Windkessel” ou “reservatoério elastico” € um conceito que foi criado por
Stephen Hales (sec. XVIII) e é utilizado como analogo as propriedades elasticas
das grandes artérias, onde a circulagdo humana é comparada a um sistema
hidraulico, (figura 3). O armazenamento de sangue nas artérias elasticas durante
a sistole é descarregado durante a diastole, isso amortece as oscilacdes da
pressao arterial durante o ciclo cardiaco e mantém a perfusdo dos 6rgaos na
diastole. No entanto, em condi¢cdes de aumento da rigidez arterial, ha uma
reducdo nessa funcdo, levando ao aumento da pulsatilidade com pressfes

sistélica e de pulso mais altas (O’'Rourke, 2013; Pickup et al., 2019).

Bomba Reservatério Esguicho /
elastico distribuicao

Resistencia vascular

Artérias elasticas ST piskecs
sistémica e periférica

Coragao

Figura 3: Representacdo do efeito Windkessel, onde as propriedades elasticas das grandes artérias e a
circulagdo humana é comparada a um sistema hidraulico. Modificado de Pickup et al., 2019.
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1.3 Fisiopatologia da hipertenséao arterial
Teoria do mosaico de Page

A hipertensao pode ser classificada como primaria (ou essencial), representando
entre 85 e 95% dos casos e sem causa atribuivel, ou secundaria, normalmente
resultante de uma doenca pré-estabelecida (Bakris, 2018). Dentre nomes
pioneiros na pesquisa de hipertensdo, Dr. Irvine Page descreveu a natureza
complexa e presumivelmente multifatorial da hipertenséo pelo termo “mosaico”,

criando a teoria do mosaico no final da década de 1940 (Harrison et. al., 2021).

A teoria do mosaico é representada por um diagrama que € utilizado para ilustrar
os multiplos fatores responséaveis pela génese da hipertensdo. Primeiramente
foram incluidas diversas altera¢cfes vasculares em cada al¢a do diagrama (figura
4-a). Conforme a pesquisa evoluiu, um novo diagrama p6de ser construido
(figura 4-b). As linhas tracejadas destacam a interacdo entre disfuncdes
vasculares, consumo de sédio e mecanismos renais as quais serdo melhor

descritas mais a frente.

sinalizagio redox alterada/

A quimica B estresse oxidativo
disfuncdo / . . .
neural %M reatividade vascular/ 1munc1ldade inata/
. adaptativa
endotelial P!
elasticidade volume ~ Mecanismo genética
renal
débito calibre microbiota ingestio de sodio/
armazenamento
cardiaco vascular an
de sédio
viscosidade ativagio

simpatica
Figura 4: Diagrama da teoria do mosaico de Page, original de 1949 (a) e atualizada em 2021 (b).
Adaptado de Harrison e cols. 2021.

Na alca vascular, uma alteracao que provavelmente contribui para a hipertensao
€ 0 enrijecimento das grandes artérias de conducdo, em particular, o
endurecimento da aorta proximal (Harrison et. al., 2021). As alteracdes
promovidas pelo aumento da rigidez adrtica afetam o aspecto de adaptacao que
a aorta possui sobre a pressédo e fluxo sanguineo em cada ciclo cardiaco
(O’Rourke, 2013). As alteragdes pela fragmentagéo da elastina na parede adrtica

estariam associadas com subsequente desenvolvimento de hipertenséao.
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1.4 Fisiopatologia darigidez arterial
Alca vascular do diagrama do mosaico de Page

A pressao sistdlica e rigidez arterial estdo intimamente relacionadas e interagem
em um ciclo vicioso. De uma forma geral, a interpretagdo mais comum neste
mecanismo, é onde a pressdo arterial elevada aumenta o estresse de parede

aortico, o que acelera a degradacéao da elastina (Mitchell, 2014).

As alteracdes fisiopatoldgicas que contribuem para o aumento da rigidez arterial
sao divididas entre o componente passivo e ativo do sistema arterial. O
componente ativo € composto por alteracbes na funcéo endotelial e tbnus do
musculo liso vascular, fatores como envelhecimento e hipertensdo promovem
alteracdes na expressao fenotipica das células lisas, causando remodelamento

gue leva a perda da contratilidade. (Mendes-Pinto & Rodrigues-Machado, 2019).

E o0 componente passivo, consiste nas alteracbes mecanicas da parede vascular.
Em baixos niveis de pressdo sanguinea, a elastina controla o comportamento da
parede do vaso, ficando relativamente extensivel. Com a elevacdo da PA, o
estresse de parede aumenta, o que acelera a degradacao da elastina levando
ao aumento da rigidez arterial e aumento adicional da PA. Com a pressao arterial
elevada e sustentada, o colageno torna-se cada vez mais rigido e a parede do
vaso fica menos extensivel (Pickup et al., 2019). A¢des como a degeneracédo de
fibras elasticas e deposicdo de colageno (mediadas pelo envelhecimento) e
deposicao de lipidios com formacéo de mediadores inflamatérios (aterosclerose)

contribuem neste mecanismo.

Como resultado, as alteracdbes que o aumento da rigidez promove na
distensibilidade, complacéncia e elasticidade das grandes artérias afetam a
forma como a presséo e fluxo se adaptam em cada ciclo cardiaco. Assim, a
hipertenséo é vista como uma forma acelerada de envelhecimento vascular que
leva ao enrijecimento da aorta, sendo o enrijecimento arterial tanto causa como

consequéncia da hipertensdo (Harrison, et. al., 2021; Pickup et al., 2019).
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1.5 VOP e PP como marcador de rigidez arterial

Pela intima ligacé@o ao grau de elasticidade intrinseca da parede arterial e método
pratico, a medida da VOP é considerada padrdo ouro para avaliar a rigidez das
grandes artérias (Et-Taouil et al., 2001; Van Bortel et al., 2012). Esta medida foi
derivada de um modelo de elasticidade vascular onde o volume ejetado forma o
“reservatorio elastico” denominado Windkessel (O’'Rourke, 2013). A VOP é
determinada pelo célculo do tempo de transito entre dois locais de gravagédo na
linha de propagacéo das ondas de pulso (Bortolotto & Safar, 2006), figura 5.
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Figura 5: Calculo de Bramwell e Hill para aquisicdo da VOP. d= distancia entre os pontos (carotida-
femoral) e At = tempo de tréansito entre as ondas de pulso. Modificado de Bortolotto & Safar, 2006.

Dessa forma, a VOP é baixa em artérias com paredes flexiveis e mais alta em
vasos com paredes mais rigidas (Mendes-Pinto & Rodrigues-Machado, 2019).
Em humanos, valores de VOP acima de 12 m/s sdo considerados anormais e
segundo classificacao de estratificacao de risco cardiovascular, um valor >10 m/s
pode sugerir presenca de LOA (Brasileira, 2016; Han et al., 2017; Kaess & Rong,
2012). A VOP pode ser determinada por equipamentos como tonometria arterial,
manguitos que captam a onda de pulso por oscilometria, doppler ou ressonancia

nuclear magnética (RNM) (Mendes-Pinto & Rodrigues-Machado, 2019).

A PP é determinada pela subtracdo dos valores entre PAS e PAD, sua interacao
esta relacionada ao aumento da amplitude de reflexdo da onda, sendo assim
considerada um fator preditivo de rigidez arterial definido pelo componente
pulsatil. Safar & Laurent (2003) demonstraram como a dindmica de amplificagéo
da PP é alterada a partir da rigidez provocada pela idade (figura 6). Aos 24 anos,

a taxa de propagacédo € relativamente baixa nos vasos centrais e aumenta



24

progressivamente a medida que se tornam mais estreitos e menos distensiveis.
Aos 68 anos, com os efeitos da rigidez arterial instalada, a amplificacdo da PP
desaparece, fazendo com que a PA central e periférica se tornem idénticas, e

aos 54 anos a situacao é intermediaria (Safar & Laurent, 2003).

Idade e amplificacao da PP
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Figura 6: Propagacdo da onda PP das artérias centrais para as periféricas em individuos com 24, 54
e 68 anos de idade. (Modificado de Safar & Laurent, 2003)

Multiplas abordagens terapéuticas potenciais foram propostas e testadas para
reduzir a rigidez arterial. No entanto, a rigidez e pressédo arterial possui uma
relacdo bidirecional muito proxima. Qualquer mudanca na PA ocasionaria um
efeito na rigidez arterial e vice-versa. No momento, ndo ha evidéncias robustas
para apoiar a nocdo de que a rigidez arterial pode ser considerada reversivel,

exceto como uma consequéncia direta da reducédo da PA (Pickup et al., 2019).
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1.6 Consumo de saédio
Historia e sua regulacdo no organismo

A pratica de acrescentar sal nos alimentos ocorreu com a introducdo da
agricultura, cerca de 10.000 anos atras. Antes disso, h0SsS0S ancestrais viviam
com base em uma alimentac&o com cerca de 0,8 g sodio/dia. O consumo de sal
era tdo desconhecido que em idiomas mais antigos nao existe uma palavra para
sal. Cerca de 5.000 anos atras, os Chineses descobriram funcéo de conservacao
de alimentos a partir do sal, isso possibilitou o estoque de alimentos, reduzindo
a necessidade de migracdo, o que promoveu o desenvolvimento de
comunidades. Em um dado momento, o sal ja foi chamado de “ouro branco”,

sendo trocado por ouro na proporcao de um para um (Ritz, 1996).

A palavra “sal” foi originada do latim “salariu”, uma vez que parte do salario dos
soldados romanos era em sal. Até o século XIX, o sal ainda era a unica fonte
utilizada na conservacdo dos alimentos, fato que mudou com o surgimento da
refrigeracao por volta do ano de 1860, assim a utilizagéo e consequente ingestao
comecou a diminuir. No entanto, com os ensejos da vida moderna a producao
de alimentos industrializados como processados, embutidos e enlatados
promoveu retorno do aumento do consumo de sal estando atualmente entre 9 e

12 g por dia na maioria dos paises (Forechi et al., 2015; Ritz, 1996).

O sadio é o principal cation do fluido extracelular, seus niveis plasmaticos situam-
se entre 135 e 145 mEg/litro, a diminuicdo deste ion impossibilitaria mecanismos
fisioldgicos essenciais & manutencédo da vida (Evora et al., 1999; Sarno et al.,
2009). A fonte de sbédio no organismo é exclusivamente feita pela alimentacao.
O sdbdio adentra no organismo pelo sistema gastrointestinal, sendo
completamente absorvido. Apos a absorcéo, o sddio da circulacao é filtrado nos
rins e reabsorvido para a corrente sanguinea para manter niveis apropriados. O
remanescente é excretado pela urina, a qual comporta 90 a 95% da perda de
sédio sendo o restante perdido pelo suor e fezes. Um desbalanco dessas
funcBes pode culminar em disturbios como o excesso de sédio plasmatico
(hipernatremia) ou valores plasmaticos de soédio inferiores ao normal
(hiponatremia) (Paula & Costa, 2010; P. N. Rocha, 2011).
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Os rins possuem mecanismos eficientes de controle de reabsorcao e excrecao
de sodio em uma complexa dinamica renal relacionado a natriurese pressorica.
Dois mecanismos renais sdo considerados principais nesse controle: (1)
mecanismo fisico, o qual o aumento da filtracdo glomerular gerado pela presséo
hidrostatica intersticial renal ocasiona reabsorcdo de sdédio tubular, e (2)
mecanismo bioquimico, o qual a regulacdo dos transportadores de sédio é feita
pela pressdo de perfusdo renal. Estes mecanismos sdo gerenciados sob
influéncia primordial do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), o qual
€ secretado por variagbes de volemia e concentracdes de sodio e potassio
(Amaral & Sposito, 2006; Kurtz et al., 2016; Paula & Costa, 2010).

Em condicbes de hipovolemia, uma cascata de mecanismos para diminuir a
excrecao de sodio pela urina é desencadeada. A diminuicdo de sédio no tubulo
distal, é detectada pela macula densa, o que estimula a secrecéo de renina no
aparelho justaglomerular dos rins. A renina cliva o angiotensinogénio, gerando
angiotensina I, a qual produz a enzima conversora de angiotensina (ECA) e esta
converte Ang | em angiotensina Il (Ang Il). Apés formada, a Ang Il atua por dois
principais receptores, o receptor de angiotensina tipo 1, que promove efeitos
como vasoconstricdo, anti-natriurese, liberacdo de aldosterona, fibrose e
proliferacéo celular, enquanto o receptor de angiotensina tipo 2 contrabalanca
esses efeitos. Em resposta a Ang Il, a aldosterona é entdo secretada. (Gonsalez
et al., 2018; Mizuno et al., 1981).

Resultante da acdo excessiva da aldosterona pode ocorrer hipernatremia, o que
leva os osmorreceptores do nucleo supra-Optico a liberar o hormonio
antidiurético para contrabalancear estes efeitos. A regulacédo do sodio € também
influenciada pelo horménio natriurético atrial, o qual estimula a excre¢éo de agua
e sodio. O aumento da volemia também suprime as acfGes da aldosterona e
horménio antidiurético, o que ocasiona grande perda de sodio e agua pela urina
(McCann et al., 1994, Paula & Costa, 2010).
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1.7 Alto consumo de sal, hipertenséao e rigidez arterial
Alca ingestdo de sodio e mecanismos renais do diagrama do mosaico de Page

Devido a influéncia do sodio sobre a regulacédo da PA, o alto consumo de sédio
pode promover modulacdo da PA a partir de alteracbes de mecanismos
reguladores renais. O SRAA é profundamente influenciado pela ingestdo de
sodio, em condi¢cdes normotensas, a dieta alto sal (DAS) inibe 0 SRAA sistémico,

enguanto a dieta baixo sal (DBS) ativa esse sistema.

No entanto, ha evidencias crescentes de que o SRAA tecidual se comporta de
forma contraria aos niveis plasmaticos de renina durante uma DAS. O
mecanismo fisiopatolégico se desencadearia por uma ativacdo inadequada do
SRAA causando hipertensdo por diversas vias. A alta concentracdo de sédio
levaria a ativacdo da via ECA/Ang IlI/ATiR promovendo aumento de PA e
hipertensdo. E a ativacdo do receptor de aldosterona pela Ang Il levaria a
retencdo de sbdio, resposta inflamatoria e estresse oxidativo. Além do mais, em
contraposicdo a via ECA2/Ang-(1-7)/MAS, relacionada a protecdo do 6rgao a
qual contrabalanca os efeitos vasoconstrictores da via ECA/Ang II/AT1R, estaria
atenuada pela dieta alto sal. Desenvolvendo um cenario que favorece a

hipertenséo por varias vias, figura 7, (Gonsalez et al., 2018).
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Figura 7: Ativacao inadequada do SRAA promovida pelo alto consumo de sal, levando a hipertenséo,
retencdo de sodio e stress oxidativo. (Modificado de Gonzalez et. al, 2018).
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Outra forma de influéncia do sal na presséo arterial pelo sistema renal, é pelos
mecanismos de osmorregulacao e natriurese pressorica. O aumento da volemia
em funcéo da retencéo de agua decorrente do consumo de sodio eleva o débito
cardiaco e gradualmente a resisténcia periférica. A retencéo de 9 gramas de sal,
faz com que o organismo retenha cerca de 1 litro de 4gua. Esse aumento
ocasiona uma sobrecarga no sistema cardiovascular. O deposito de sédio leva
a vasoconstricdo gerada pela tentativa do organismo de manter homeostasia, 0

gue desencadeia a elevagao da PA (Peixoto, 1999).

Inicialmente, cogitava-se que o aumento da volemia, induzida pela retencéo de
sédio, seria o principal mecanismo no desenvolvimento da hipertrofia ventricular
esquerda. Entretanto, evidéncias clinicas e experimentais indicam que o
consumo de sal pode levar ao desenvolvimento de hipertrofia arterial,
especialmente relacionada ao desenvolvimento de fibrose tecidual, mesmo na
auséncia de alteracdes pressoricas ou volémicas (Grigorova et al., 2016; Tobian
& Hanlon, 1990).

Outro mecanismo onde o alto consumo de sal leva ao aumento de PA, agora no
sistema arterial, esta relacionado a modulacéo da funcdo da célula endotelial e
estresse oxidativo (Salvi et al., 2018). Nesse mecanismo, o alto consumo de
sédio induz um prejuizo na producédo de NO, causando um efeito vasodilatador
ineficiente, levando ao aumento de tenséao que eleva PA (figura 8).
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Figura 8: Aumento da concentracdo de sodio intracelular desencadeando prejuizos na producao de
NO (Modificado de Oberleithner et. al, 2007).
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Mais especificamente, este mecanismo ocorre por modificagdes na matriz
extracelular, a qual inclui mdaltiplas proteinas estruturais, compreendendo
colageno e elastina, e é regulada por metaloproteinases de matriz (MMPs). A
MMP2 e a MMP9 sdo ativadas pela dieta rica em sodio, levando ao aumento do
fator transformador de crescimento betal (TGF-B1), assim como prejuizo na
inibicdo da producédo endotelial de TGF-B1 (Salvi et al., 2018) figura 9.
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Figura 9: Mecanismos complexos subjacentes a relacdo entre a ingestéo elevada de sal, pressao
arterial e rigidez arterial. EnNaC, canal de endotélio de s6dio; MMP, metaloproteinases de matriz;
TGF, fator transformador de crescimento. Modificado de Salvi et al., 2018.

Dessa forma, a fibrogénese mediada por TGF-B1 contribui para um aumento da
rigidez arterial, e o efeito vasoconstritivo do TGF-31 promove o desenvolvimento
de hipertensédo, o que leva ao aumento de rigidez da parede arterial (Kusche-
Vihrog et al., 2015; Oberleithner et al., 2007; Rodriguez-Iturbe, 2010; Sindler et
al., 2011).
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Muitos estudos basicos e clinicos mostram que altera¢cdes da rigidez arterial pela
fragmentacao da elastina na parede aodrtica, sdo associadas com subsequente
desenvolvimento da hipertensdo. Experimentos com camundongos mostraram
umarelacao inversa entre a quantidade de elastina na aorta e a pressao sistdlica,
sendo que a reducao da expressao da elastina precede o inicio da hipertensao
(Le et al., 2011; Wagenseil & Mecham, 2012), tabela 1.

Genotipo % FElastina PAS (mmHg)

Bac+EIn+/+ 120 105+ 10
Eln+/+ 100 122 £ 28
Bac+EIn+/- 80 125 + 17
Eln+/- 60 175+ 19
Bac+EIn-/- 30 183 + 14

Tabela 1: Relagdo entre porcentagem aproximada de elastina e efeitos na presséo sistolica
(Modificado de Wagenseil & Mecham, 2012).

A estreita interdependéncia entre PA e VOP € um fenbmeno bem conhecido na
fisiologia cardiovascular e foi repetidamente demonstrada em estudos sobre
hemodindmica vascular (Salvi et al., 2018). Muitos estudos ainda tentam
entender a génese da hipertensdo, um estudo interessante “Arterial stiffness and
hypertension: chicken or egg?” reunindo comparacdes de rigidez arterial vista
por PP e VOP ao longo do tempo mostra que este mecanismo funciona a partir
de muitas variaveis que ainda precisam ser investigadas, no entanto, a rigidez
arterial precederia a hipertensédo, sendo um potencial determinante em um
mecanismo de feedback (Mitchell, 2014).

Embora o papel do sédio na hipertenséo tenha sido amplamente documentado,
seu efeito nas grandes artérias ndo esta totalmente elucidado (Et-Taouil et al.,
2001). Além do mais, os resultados apresentados na maioria dos trabalhos
experimentais normalmente utilizam-se de doses muito elevadas de sal (7-8%
na dieta), e isso limita uma interpretacao translacional. Especialmente, ndo foi
demonstrado se a elevacdo moderada do consumo de sal com 1% de NaCl na
agua de beber exerce efeito na rigidez arterial (medida por VOP), seja alterando

ou potencializando os efeitos da hipertenséo arterial.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar efeitos do tratamento com sobrecarga salina na rigidez arterial e
parametros cardiovasculares em ratos com hipertensdo arterial espontanea
(SHR).

2.2 Objetivos especificos

Avaliar efeitos da sobrecarga de sal (1% NaCl na agua de beber por 60 dias) na:

Na funcéo renal em gaiola metabdlica;

v

v Pressao arterial sistélica (pletismografia de cauda);

v Efeitos hemodinamicos por medida direta (intrarterial);
v

Velocidade de onda de pulso (VOP) carotideo-femoral,

Realizar analise morfofuncional das artérias aorta de animais SHR submetidos

ou ndo a sobrecarga de sal por meio de:

v" Andlise histolégica do contetdo de colageno e elastina;
v" Morfometria da parede arterial.

v Célculo de tensao e estresse de parede.



Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Protocolo Experimental

Foram utilizados 32 ratos machos, Wistar e SHR de 12 semanas de idade
fornecidos pelo biotério do Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo. Os ratos foram
distribuidos em 4 grupos (n=8), sendo dois deles submetidos a sobrecarga de
sal (NaCl 1% na agua de beber) e os demais de cada cepa sendo seus

respectivos controles, ou seja:

» Wistar agua (Wistar/C)
=  Wistar sal (Wistar/S)

» SHR agua (SHR/C)

» SHR sal (SHR/S)

Os animais foram separados aleatoriamente e mantidos em gaiolas coletivas
contendo dois animais. Os grupos foram mantidos com livre acesso a agua e
racdo, sendo que os animais do grupo Wistar/S e SHR/S receberam, ao invés
de agua, a solucéo salina. Todos os animais foram mantidos em temperatura
ambiente de 23 a 25 °C e ciclo claro-escuro de 12h, respeitando as normas de
biotério de pesquisa recomendada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES, n.39/2019). A

sequéncia experimental € esquematizada na figura 10.

Wy PAS e g PAS @y, PAS «z,/ e

Solugéo salina X
- X m B oY
Gaiola / Gaiola / Gaiola Cateterismo

Adaptagdo  Metabolica Inicio do Metabolica ~ ™€! Metabolica (VOP ¢-f)
ao biotério Basal isal - tratamento ~30dias  ~30 ~60 dias  ~ 60 dias 60° dia

@@@@@@ 4 4
| "———rT

-7 dias -4 dlas -1 dia 10 d|a 27" dia 30° dia 53° dia 56° dia 60° dia

Figura 10: Fluxograma do tratamento e protocolos experimentais, n=4-8.
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3.1.2 Consumo de liquidos em gaiola coletiva e avaliagdo ponderal

O tratamento teve duracdo de 60 dias e desde o primeiro, em todos 0S grupos
foram realizadas medidas da ingestdo de agua ou solucdo salina e pesagem

semanal ainda em gaiola coletiva, (figura 11).

Controle de liquidos “in loco”

rrrrrerrererererrrrrerrrreretrrrrrrrrrerrrerrerrrerrrrrrrrr el
O 0F 0 0P 0 1 1% 18 TP 1% 210 2P 2° 2P 2 3P 3P 3P I 3P A1 4T 4 47 4¢ 5P 5B 5 510 59

L Tl J L I L J L L I J

I [ I I I I I I

Basal 1° semana 2° semana 3° semana 4° semana 5° semana 6° semana 7° semana 8° semana

Controle ponderal semanal

Figura 11: Fluxograma do controle de liquidos e peso ao longo do tratamento, n= 8.

O inicio do tratamento de cada gaiola com 2 animais, foi marcado pelo inicio da
oferta de 500 ml de 1% de NaCl na agua de beber para animais sal e 500 ml de
agua para os animais controle. Os valores foram anotados com duplo controle -
em planilha com calendario, bem como marcados em etiquetas com calendario
na propria gaiola coletiva (figura 12). Dois dias depois o valor residual era
mensurado e mais 500 ml de agua ou solucéo salina ofertadas até que todas as
gaiolas completassem 60 dias. Ao final do tratamento, o valor ofertado foi
subtraido do valor residual e dividido por quatro (2 dias/2 animais), dessa forma
foi possivel acompanhar a média da ingestéo diaria de liquidos que os animais
consumiram em 60 dias e obter o perfil de cada grupo em relacdo ao consumo

de sal ao longo do tempo.

Foram adotadas medidas para diminuir a porcentagem de variagdo, como
manipulacdo das gaiolas por apenas uma pessoa e aviso para hao mover as
gaiolas (figura 12-b). Porém a porcentagem de variagdo n&o dependeu somente
do observador, mas também do observado. Desta forma, foi feito um célculo de
correcdo de variacdo pelo valor da ingestdo de liquidos ingerida em gaiola
metabdlica (GM) pelo proprio animal correspondente. Ou seja, 0 valor médio do
consumo de agua em gaiola coletiva do primeiro més foi corrigido pelo valor
médio obtido na GM de 30 dias e o valor médio de ingestdo do segundo més,

corrigido pelo consumo médio da GM aos 60 dias.
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Figura 12: a. Planilha calendario de controle de liquidos. A variacdo dos valores diarios foram
corrigidos pela média de consumo de liquidos nas gaiolas metabdlicas de 30 e 60 dias. b. Modelo
de etiquetas usado em todas as gaiolas, para controle de liquidos e de peso semanal.

3.1.3 Gaiola Metabdlica

Além do acompanhamento gradual de ingestdo de agua, uma amostra de 6 ratos
por grupo foi individualmente mantida em gaiolas metabdlicas (TECNIPLAST,
ITALIA), durante 3 momentos: basal (antes do inicio do tratamento), 30 e 60 dias
apos inicio do tratamento (solu¢do de NaCl 1%) ou inclusdo no grupo controle
(dgua) figura 13. A racao foi pesada e a agua foi medida antes do inicio do
protocolo, e assim foi realizada a avaliagdo do consumo de agua e ragao, assim
como volume urinario e pesagem das fezes. As primeiras 24h foram destinadas
a ambientacdo do animal a gaiola metabdlica, e as seguintes 24h foram
destinadas a avaliacdo dos parametros mencionados. Apds a ambientacdo e
realizacédo dos referidos protocolos, o volume urinario foi medido, sendo a urina
coletada e encaminhada para analise laboratorial de Na*, K*, creatinina e

proteinas totais (Laboratorio Tommasi de andlises clinicas).

30 dias 60 dias
1 1

Consumo de agua/solucio salina;
Consumo de ragao;

Excrec3o urina e fezes;

Peso.

Figura 13: Fluxograma da avaliagao da sobrecarga salina em gaiola metabdlica, n=6.
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3.1.4 Pletismografia de Cauda

Antes e durante o tratamento, aferiu-se de modo nado invasivo a PAS por
pletismografia de cauda. Este procedimento foi realizado no dia que antecedeu
o inicio do tratamento (basal), sendo repetido apds 30 e 60 dias, figura 14. No
dia anterior a realizacdo dos registros os animais foram ambientados ao
equipamento, a0 manguito na cauda e ao tubo de contencéo (IITC INC/Life
Science, 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, Ca 91367-1253 USA). Os animais
também foram ambientados antes de cada registro por 10 minutos, a fim de
evitar a influéncia de estresse sobre a pressao arterial sistolica. No dia do registro
os animais foram acomodados em cadmara aquecida, com um manguito de pulso
pneumatico acoplado na regido proximal da cauda. Um esfigmomanémetro foi
insuflado e desinflado automaticamente e o valor de pelo menos 5 medidas de
PAS para cada animal foi obtido através dos sinais do transdutor acoplado a um
computador, como descrito em trabalhos anteriores, (M. P. Baldo et al., 2011; N.
K. C. Lima et al., 2006). A temperatura foi mantida controlada entre 29 e 32°C e
todo procedimento foi realizado durante um periodo maximo de 40 minutos. Os
valores foram anotados para analise posterior, onde foi descartado o primeiro e

ualtimo registro, e feito a média dos trés valores centrais para cada animal.

PAS F—
\-.! == ' Basal 30 dias 60 dias
&R i%s"ss.y oD | | I

= Familiarizados 24h antes;

m = Ambientados 10 minutos antes;
S— ‘ = Meédia da triplicata mais medial.

Figura 14: Fluxograma da avaliagdo da PAS por pletismografia de cauda, n=8.
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3.2 Medidas hemodinamicas
3.2.1 Método invasivo para obtencédo da VOP

Para obter a VOP foi realizada uma medida simultdnea das ondas de pulso
pressorica em dois pontos da artéria aorta. Para isso, foram utilizadas duas
canulas de polietileno (PE): Uma introduzida através da artéria carétida (até
alcancar a aorta toracica) e outra pela artéria femoral (até a aorta abdominal).
Cada uma dessas céanulas consiste na fusdo de dois cateteres com comprimento
fixo — um PE50 (60 mm) acoplado a um PE10 (25 mm) com uma medida fixa.
Esses cateteres foram devidamente preenchidos com salina heparinizada

(50UI/ml) em temperatura ambiente previamente a sua insercao.

A extremidade distal de ambas as canulas (PE50) foi conectada a um sistema
de transducdo de pressdo (MLT0699, ADINSTRUMENTS) por meio de um

conector exatamente igual no tipo e no comprimento (figura 15).

s
Figura 15: Canulas do sistema de velocidade da onda de pulso.
Calibracédo do sistema VOP

Para a calibracdo simultdnea do sistema, os dois transdutores foram conectados
a coluna de mercuario concomitantemente. Apos teste de sincronia de leitura da

pressao entre os transdutores, foi feito o cateterismo dos animais.
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Cateterismo dos animais

Os ratos foram anestesiados com Ketamina (90mg/kg) e Xilazina (10mg/kg). Em
seguida, as canulas foram inseridas na artéria carétida e na artéria femoral
esquerda, até o ponto de fuséo entre PE10 e PESO0 e fixadas com fio cirdrgico
para evitar deslocamento durante o procedimento. A extremidade da canula foi
inserida até que atingisse a artéria aorta, seguindo uma medida fixa pré-
estabelecida, e a outra extremidade foi inserida ao sistema VOP, figura 16.

Canula carétida

Canula femoral

Figura 16: llustragdo de cateterismo carotideo-femoral para aquisi¢cdo de VOP.

Registro das ondas de pulso - VOP

Apéds 20 minutos de estabilizacdo da PA, foram obtidos registros simultaneos de
pressdo durante no minimo 15 minutos. O registro foi acompanhado em tempo
real para monitoramento dos parametros hemodinamicos do animal. Para
registro e analise foi utilizado o software LabChart v. 7.0 (ADINSTRUMENTS).

Front-end I2C inputs

Figura 17: Sistema montado para aquisi¢cdo das ondas de pulso carotideo-femoral para o céalculo de
velocidade da onda de pulso.
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Aquisicao da distancia entre os pontos - VOP

Apéds o término do registro, os animais foram eutanasiados por exsanguinacao,
0s Orgaos da cavidade toracica foram removidos e a aorta foi exposta em sua
totalidade para realizar a medida entre as extremidades das canulas ali inseridas.
Esta medida foi realizada com a superposicdo de um fio de algodao, entre a
distancia das extremidades das duas canulas, e este seguimento recebeu o
nome de “distancia entre os pontos” (foot to foot). Em seguida o valor foi medido

com auxilio de um paquimetro e anotado para posterior analise.

VOP = (d)/ At

Alfinete

Fio de algodido

Figura 18: Método utilizado para aquisi¢do da distancia entre os pontos, “foot-to-foot”.

3.2.2 Aquisicéo PAS, PAD, PAM, PP e FC por medida direta

Além dos valores da VOP, utilizando calculos de médias dos valores pressoricos
registrados, esse sistema possibilitou acesso a dados hemodinamicos invasivos
como pressao arterial sistdlica (PAS), pressao arterial diastdlica (PAD), pressao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e a presséo de pulso (PP) foi
determinada pelo célculo de subtracdo dos valores entre PAS e PAD.
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3.3 Coleta de 6rgéos
Coracao

Apés a eutanasia, o torax do animal foi rapidamente aberto, o coracao retirado e
lavado em solugéo salina. Foram removidos os grandes vasos, e 0 excesso de
umidade removido com papel de filtro e pesado em balanca de preciséo (Marte,
mod. AL500).

Aorta

Apds obter a medida da distancia entre os pontos, a aorta foi inteiramente
removida e limpa de residuos de sangue em uma placa de petri com solucdo
salina fisiologica (0,9%) fria. Seguidamente, um fragmento da aorta toracica foi
limpo de seu tecido conectivo e adaptado a um sistema de fixagao (figura 19-b),
onde teve uma de suas extremidades conectadas a uma canula e a outra
completamente ocluida (figura 19-c). A aorta manteve-se insuflada com solucéo
aguosa de formol tamponado a 10% em uma pressao equivalente a da presséo
arterial média do animal analisado por 15 minutos. Esse procedimento teve como
finalidade preservar as dimensges internas da aorta conservando sua estrutura
0 mais proximo do fisiolégico. Em seguida a aorta fixada foi armazenada em

cassetes histologicos, seguindo protocolo de inclusdo em parafina e coloracgdes.

A B C

/ Descartado
Arco { ﬁ Conservado
-80°C

Aorta
Toracica = ~pm Histologia ﬂu:>
\j

Aorta / Conservado

Abdominal -80°C

Descartado

Figura 19-a,b,c: a. Esquema de como a aorta foi dividida. b. Sistema de fixacao por pressao, utilizado
para conservar diametro da luz vascular nos cortes histoldgicos. c. Aorta toracica inferior sendo
perfundida com solug&o aquosa de formol tamponado (10%).
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Rim, pulméo, tibia

Os rins foram removidos e lavados em solucao salina fria, 0 excesso de umidade
foi removido com papel de filtro, sendo entdo pesados em balanca de preciséo
(Marte, mod. AL500). Foi realizada a pesagem dos pulmdes (peso umido), e para
obter o percentual de agua, os 6rgaos foram colocados em estufa a 65 °C por 24
horas e posteriormente pesados para o célculo da relacdo umido/seco, (M. P.
Baldo et al., 2011; Mill et al., 2003). Por fim, a tibia foi removida, separada dos
tecidos anexos e seu comprimento determinado com paquimetro, para posterior

normalizac&o dos pesos dos 6rgaos pelo tamanho do animal.

Analise off-line das ondas de pulso

Para o calculo da VOP foi feita obtengéo do “tempo entre os pulsos” (At - foot-to-
foot time), realizada pela andlise off-line dos registros de pulso pressérico na
aorta toracica e abdominal. O At entre os dois pulsos, foi determinado em cada
registro, por amostragem de 10 pares de pulsos escolhidos aleatoriamente. Para
aumentar a exatiddo do ponto de inicio do pulso de presséao (foot), as curvas de
presséao arterial foram transformadas em sua primeira derivada temporal (dP/dt)
e em seguida o “t” foi medido como a diferenca em milissegundos entre o
cruzamento da dP/dt da aorta toracica com o valor zero no sentido de valores
positivos (saida de pressdo estacionaria para a subida da presséo), até o

cruzamento do mesmo ponto no registro da dP/dt da aorta abdominal (figura 20).

VOP = d/@&
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Figura 20: Esquema utilizado para encontrar o tempo entre 0s pulsos (4t), para o registro e analise,
as curvas de pressdo arterial foram transformadas em sua primeira derivada temporal (dP/dt), usando
o sistema software LabChart v. 7.0 (ADINSTRUMENTS).
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Conhecidos os valores, o t médio foi calculado para cada animal, e junto com a
D, a VOP foi determinada pela simples razdo que estabelece a funcdo de

velocidade: V= D/t, sendo D em metros, t em segundos e VOP em m/s.

VOP = d/At

Figura 21: Férmula utilizada para calcular velocidade da onda de pulso.

3.4 Técnicas Histolégicas
Preparacdo do material

A aorta toracica foi identificada e disposta em cassetes histologicos (Easy Path),
sendo fixada e conservada em formalina tamponada a 10% por 48 horas,
desidratada 24 horas no alcool & 70%, depois encaminhada para o Laboratério
Multiusuario de Histotécnicas da UFES, onde seguiu o protocolo de
processamento das amostras, o qual inclui a (desidratacdo, diafanizacdo e
inclusdo em parafina. Para tanto, utilizou-se processador automatico de tecidos
(Lupetec Modelo PT 05), e os banhos foram feitos automaticamente seguido

pelas seguintes etapas:

a) Etanol 80% por 60 minutos;

b) Etanol 90% por 60 minutos;

c) Etanol 100% por 60 minutos;

d) Etanol 100% por 60 minutos;

e) Etanol 100% por 60 minutos;

f) Etanol 100%:Xilol 100% (1:1) por 30 minutos;
g) Xilol 100% por 30 minutos;

h) Xilol 100% por 30 minutos;

i) Xilol 100% por 30 minutos;

j) Parafina histologica a 60°C por 30 minutos;
k) Parafina histologica a 60°C por 30 minutos;

[) Parafina histologica a 60°C por 30 minutos;

m) Inclusdo em parafina a 60°C em formas especiais e secagem.



Cortes e coloragéo

As aortas incluidas em parafina foram submetidas & microtomia com secgéo

seriada com espessura de 5 um. Foram produzidas duas laminas para cada

coloracao especifica do animal a ser avaliado a) Picrossirius red e b) Verhoeff.

A) O corante Picrosirius red, proporciona uma coloracdo avermelhada ao

colageno e amarelada ao tecido remanescente, estabelecendo um meétodo

histoquimico especifico para identificacdo e quantificacdo do colageno. O

protocolo de coloracao incluiu os seguintes passos:

a) Xilol I: 3 minutos;
b) Xilol II: 3 minutos;

c) Xilol 1ll: 3 minutos;

d) Alcool Etilico — Xilol P.A (1:1): 3 minutos;

e) Alcool Etilico (100%) I: 3 minutos;

f) Alcool Etilico (100%) II: 3 minutos;
g) Alcool Etilico (96%) Ill: 3 minutos;
h) Agua corrente: 3 minutos;

i) Corante Picrossirius red: 30 minutos;
j) Agua corrente: banho rapido

k) Alcool Etilico (96%) |: 1 minuto;

) Alcool Etilico (100%) II: 1 minutos;
m) Alcool Etilico (100%) Ill: 1 minutos;
n) Alcool Etilico — Xilol (1:1): 3 minutos;
0) Xilol IlI: 3 minutos;

p) Xilol 1l: 3 minutos;

g) Xilol I: 3 minutos.
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C) O corante Verhoeff em aorta, promove uma coloragdo marrom escura a negra
na area das fibras elasticas € um método histoquimico especifico para avaliacdo
das laminas elasticas. O protocolo de coloracéo utilizado foi o seguinte:

a) Xilol I: 3 minutos;

b) Xilol 1l: 3 minutos;

c) Xilol I1I: 3 minutos;

d) Alcool Etilico — Xilol P.A (1:1): 3 minutos;
e) Alcool Etilico (100%) |: 3 minutos;

f) Alcool Etilico (100%) II: 3 minutos;
g) Alcool Etilico (96%) Ill: 3 minutos;
h) Agua corrente: 5 minutos;

i) lodo (Lugol): 3 minutos;

j) Hipossulfito de sodio: 30 segundos;
k) Agua corrente: 10 minutos;

[) Corante Verhoeff: 1 minuto e 20 segundos;
m) Cloreto férrico a 2%: banho rapido;
n) Agua corrente: 15 minutos;

0) Alcool & 95%: banho réapido;

p) Agua corrente: 10 minutos;

q) Alcool Etilico (96%) I: 1 minuto;

r) Alcool Etilico (100%) 1I: 1 minutos;
s) Alcool Etilico (100%) I1l: 1 minutos;
t) Alcool Etilico — Xilol (1:1): 3 minutos;
u) Xilol 11l: 3 minutos;

v) Xilol 1l: 3 minutos e

x) Xilol I: 3 minutos.
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Determinacéo das fibras elasticas e do colageno da aorta

A andlise dos cortes foi realizada no Laboratério Multiusuario de Ultraestrutura
Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) no microscépio (AX70, Olympus
Corporation, Japao) acoplado com uma camera de video (AxioCam ERc5s, Carl
Zeiss, Alemanha). A avaliacao e leitura das laminas histologicas foi realizada por
um s6 examinador treinado. As laminas foram codificadas previamente por um
observador externo ao estudo de modo que o observador interno pudesse
realizar as analises de modo imparcial. As analises foram utilizadas com o
software livre ImageJ. Todos os dados coletados foram descritos em planilha

Excel para posterior anélise estatistica.

3.5 Morfometria
3.5.1 Avaliagdo das laminas elasticas na tunica meédia

As laminas elasticas, evidenciadas pela coloracéo de Verhoeff, foram avaliadas
de forma quantitativa, contando-se o numero de laminas elasticas em cada
segmento arterial. A contagem das laminas elasticas foi realizada com o nimero
de laminas elasticas presentes no segmento da aorta; sendo a aorta dividida em
6 a 8 segmentos, calculada a média por animal ao final. A andlise qualitativa foi
usada para avaliar a possivel descontinuidade das laminas elasticas onde foi
aplicado um escore de 0 (sem alteracéo) até 4 (grande alteracdo). O escore de
avaliacao seguiu os critérios seguintes: 0 nenhuma alteracéo; 1 descontinuidade
em 0% a 25% das laminas; 2 descontinuidade em 26% a 50% das laminas; 3
descontinuidade em 51% a 75% das laminas; 4 descontinuidade em mais de

75% das laminas (Barao et al., 2019).

3.5.2 Quantificacdo do colageno e determinacdo da AST

A quantificacdo do colageno, evidenciada pela coloracédo picrosirius red foi
avaliada percentualmente de forma quantitativa. Quatro fotos aleatdrias (40X) de
cada secc¢do da aorta foram obtidas e a fracdo de colageno da tunica média foi
avaliada com um método de deteccdo de limiar de cor semiautomatico. O
conteudo de colageno foi calculado como uma porcentagem da area total. A

fibrose adventicial foi excluida da analise (Rubies et al., 2019).
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As mesmas laminas coradas com picrosirius, foram utilizadas para determinar a
area de seccao transversa (AST). As avaliacfes foram feitas pela média entre a
subtracdo dos valores da adventicia e a intima medidas automaticamente e
medida de forma manual. Apds a determinagéo da AST, o valor foi corrigido pela
dimenséao da tibia.

3.5.3 Medidas de tenséo e estresse de parede

A tensdo de parede é determinada pela lei de Laplace como: Tdinasiemd= P X R,
onde T é a tensdo, P é a PAM na qual o vaso foi fixado e R € o raio do vaso.
Essa equacéao possibilita um raciocinio de equilibrio entre pressdo sanguinea,
distenséo de vaso e raio. Desta forma a pressdo necessaria para distender um
vaso é inversamente proporcional a luz arterial, isto €, quanto maior a luz, menor

a pressao necessaria para promover sua distenséo (Brekke et al., 2002).

O estresse de parede é a forca exercida sobre a area a qual esta forca é
exercida. Usando essa defini¢cdo na fisiologia cardiovascular, esse estresse € a
forca que é exercida sobre a estrutura das artérias, como exemplo nas ASTs
onde as células do musculo liso vascular exercem uma forca sobre a parede do
vaso em resposta a tensao correspondente. Assim sendo, para chegar ao valor
do estresse de parede serd necessaria a medida da espessura da parede e da
seguinte formula: E(dinasicm= (PAMXA)/M, onde P é a pressdo arterial média
(mmHg), A é a area luminal (um?) e M a area de seccéo transversa da camada
média (um?) (Brekke et al., 2002; W. A. Rocha et al., 2010).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + EPM. A normalidade da
distribuicdo dos dados foram testadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As
meédias dos valores entre os grupos foram estatisticamente avaliadas através da
analise de variancia (ANOVA) de duas vias, completamente randomizadas,
seguida do teste de Tukey, utilizando-se o softwarePrism 5.0® (GraphPad, San
Diego, CA, USA). O teste t de Student bicaudal foi utilizado para comparacao
entre duas amostras independentes. As diferencas entre os grupos foram

consideradas significantes quando P<0,05.
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Os resultados sao apresentados por avaliagdo estatistica intracepas e intercepas

no decorrer de trés segmentos:

I. Efeitos do consumo de sal e hipertensdo em 60 dias;
[I.  Medida direta da pressao arterial;

[1l.  Estrutura e remodelamento vascular

Wistar SHR
Controle Sal Controle Sal
a . Wistar/C vs. Wistar/S | 4
F SHR/Cvs SHR/S g
c . Wistar/C vs. SHR/C  H
? . Wistar/S vs. SHR/S -

Figura 22: Esajema de comparagdes entre os grupos. Grupo Wistar/S e SHR/S (em consumo de
solucdo salina 1% NaCl) e Wistar/C e SHR/C (controle, em consumo de agua). Comparacdes
referente ao tratamento (expressos por *) = (a). Wistar/C vs. Wistar/S; (b). SHR/C vs. SHR/S. E
referente a hipertensao (expressos por #) = (c). Wistar/C vs. SHR/C; (d). Wistar/S vs. SHR/S.

|. EFEITOS DO CONSUMO DE SAL E HIPERTENSAO EM 60 DIAS

4.1.1 Dados ponderais

Peso corporal em gaiola coletiva

O peso corporal foi acompanhado semanalmente durante 60 dias de tratamento

(figura 23), e seu ganho percentual avaliado ao final do tratamento (figura 24).

Os grupos nao revelaram diferencas significativas considerando o tratamento,

ou seja, sal vs. controle.
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Figura 23: Peso corporal de animais hipertensos e normotensos com e sem sobrecarga salina ao
longo de 8 semanas em gaiola coletiva, dados representam a média + EPM, n=8.
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Entretanto, os animais SHR apresentaram menor ganho de peso quando
comparados aos animais Wistar, mesmo independente do tratamento, (Wistar/C
102 + 8 vs. SHR/C 42 + 8 g, P<0,001 e Wistar/S 97 + 15 vs. SHR/S 46 £ 6 g,
P<0,01 — figura 24).
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Figura 24: Efeitos da sobrecarga salina no ganho percentual de peso corporal, dados sdo expressos
como média + EPM, ANOVA de 2 vias. ##P<0,01 vs. SHR/C e ###P<0,001 vs. SHR/S, n=8.

4.1.2 Peso de fezes

Em gaiola metabolica

O peso das fezes dos animais foi avaliado em gaiola metabdlica nos periodos
basal, 30 e 60 dias. O alto consumo de sal resultou no aumento do peso de fezes
em animais hipertensos aos 30 dias em relagéo ao valor basal (30,3 + 1,5vs.16,3
+ 2,5 g, P<0,05 — figura 25).
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Figura 25: Peso de fezes em GM nos periodos 30 e 60 dias de tratamento comparados ao basal,
dados sdo expressos por média, ANOVA de 2 vias. *P<0,05 vs. SHR/S basal, n= 4-6.
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4.1.3 Consumo de racao
Em gaiola metabdlica

As analises de comparacao sal vs. controle ndo revelaram diferenca significativa
entre 0s grupos, mesmo quando avaliando valores de 30 e 60 dias em relacéo

ao valor basal (figura 26).
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Figura 26: Consumo de ragdo em GM nos periodos 30 e 60 dias de tratamento comparados ao basal, dados
sdo expressos por média, ANOVA de 2 vias, n= 4-6.

No entanto, o consumo de racao foi maior no grupo hipertenso aos 60 dias em
comparag¢ao com o0 grupo hormotenso sem o tratamento com sal (SHR/C 25,3 +
1,3 vs. Wistar/C 18,8 £ 0,5 g, P<0,05 — figura 27-c).
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Figura 27: Efeitos da sobrecarga salina no consumo de ragéo avaliados em GM nos periodos basal,
30 e 60 dias de tratamento, os dados sao expressos com média £ EPM, ANOVA de 2 vias. c. #P<0,05
vs. Wistar/C, n=4-6.
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4.1.4 Consumo de 4gua ou solucéo salina
Avaliacdo em gaiola coletiva e em gaiola metabolica

O consumo de liquido (Agua ou solucéo salina) foi avaliado durante 60 dias em
gaiola coletiva seguindo as técnicas mencionadas no item. 3.1.2 dos métodos.
No entanto, houve um aumento da ingestdo de solucdo salina pelos animais
SHR/S a partir do 11° dia de tratamento (SHR/C 44,4 + 2,7 vs. SHR/S 88,8 + 6,9

ml, P<0,0001), sendo necessario aumentar o fornecimento de 500 para 700ml.

Ingestao agua ou solucéao salina em gaiola coletiva ao longo de 60 dias
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Figura 28: Consumo de agua ou solugéo salina em animais normotenso e hipertensos ao longo de 60
dias de observacéo. Linhas verticais indicam valores de consumo em gaiola metabdlica (GM basal,
30 e 60 dias), médias da GM foram correspondentemente utilizadas para corrigir percentual de erro.

Foi observado aumento significativo do consumo de solugéo salina em ambos
0S grupos, normotenso (Wistar/S 51 + 2,4, vs. Wistar/C 33 + 0,5 ml, P<0,0001) e
hipertenso, (SHR/S 78 = 7,1 vs. SHR/C 41 £ 0,7 ml, P<0,0001). Curiosamente,
também observamos aumento significativo da ingestdo liquida quando
comparando animais hipertensos, de normotensos até mesmo independente do
tratamento com sal. (SHR/C 41 £+ 0,7 vs. Wistar/C 33 + 0,5 ml, P<0,05; SHR/S
78 £ 7,1 vs. Wistar/S 51 + 2,4 ml, P<0,0001), figura 29.
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Figura 29: Média diaria de consumo de agua ou solucéo salina em gaiolas coletivas. Dados séo
expressos como média + EPM. Sal vs. controle ****P<0,0001; Hipertenséo vs. normotenso #P<0,05;
####P<0,0001, n=8.
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Da mesma forma, no entanto em gaiola metabdlica, observamos o mesmo
resultado nos periodos de 30 e 60 dias comparado ao proprio valor basal (figura

30) e de maneira individual aos 30 e 60 dias de tratamento (figura 31).

Ingestdo em Gaiola Metabdlica
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Figura 30: Consumo de agua e solucao salina em gaiola metabdlica valores de 30 e 60 dias comparados
valor basal, dados expressos como média + EPM, ANOVA de 2 vias.) (****P<0,0001; ***P<0,001), n= 4-6.

Nas avaliagdes individuais, houve aumento significativo nas andlises sal vs.
controle aos 30 dias (Wistar/C 28,5 + 1,3 vs. Wistar/S 53,2 + 2,8 ml, P<0,001;
SHR/C 34,3 + 2,6 vs. SHR/S 65,7 £+ 3,5 ml, P<0,0001 — figura 31-b) e aos 60 dias
(Wistar/C 23,5 = 1,3 vs. Wistar/S 45,8 = 4,6 ml, P<0,05; SHR/C 39,8 + 2,1 vs.
SHR/S 66 + 5,5 ml, P<0,01 — figura 31-c). Este aumento também foi encontrado
em avaliacdes hipertenso vs. normotenso submetidos ao mesmo tratamento aos
30 dias (Wistar/S 53,2 + 2,8 vs. SHR/S 65,7 £ 3,5 ml, P<0,05 — figura 31-b) e aos
60 dias (Wistar/S 45,8 + 4,6 vs. SHR/S 66 £ 5,5 ml, P<0,05 — figura 31-c).
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Figura 31: Efeitos da sobrecarga salina no aumento da ingestao de agua ou solucéo salina. Avaliagdo
em gaiola metabdlica nos periodos basal, 30 e 60 dias, dados sédo expressos com média + EPM,
ANOVA de 2 vias. b. ***P<0,001 vs. Wistar/C; ***P<0,0001 vs. SHR/C e #P<0,05 vs. Wistar/S. c.
*P<0,05 vs. Wistar/C; **P<0,01 vs. SHR/C e #P<0,05 vs. Wistar/S, n=4-6.
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4.1.5 Avaliacdo do volume urinario
Em gaiola metabdlica

A diurese foi maior em animais hipertensos e normotensos em tratamento com
sal em comparacéo ao controle, como pode-se observar na avaliagdo de 30 e 60

dias em relacao ao basal (figura 32) e de maneira individual (figura 33).
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Figura 32: Diurese em gaiola metabdlica nos periodos 30 e 60 dias comparados ao valor basal, dados
sdo expressos por média £ EPM, ANOVA de 2 vias. SHR/S 30 dias e SHR/S 60 dias vs. SHR/S basal
(****P<0,0001) e Wistar/S 30 dias e Wistar/S 60 dias vs. Wistar/S basal (*P<0,05), n= 4-6.

Individualmente comparando sal vs. controle, foi observado aumento significativo
aos 30 dias (Wistar/C 14,9 £ 0,5 vs. Wistar/S 30,4 + 3,7 ml, P<0,05; SHR/C 15,4
+1,2vs. SHR/S 41,8 + 3,0 ml, P<0,0001 figura 33-b) e aos 60 dias, esta diferenca
apresentou-se apenas em animais hipertensos (SHR/C 16,3 + 1,5 vs. SHR/S
46,5 £ 4,9 ml, P<0,001 figura 33-c). Independente do tempo de tratamento a

diurese foi maior no grupo SHR quando comparado ao grupo Wistar (P<0,05).
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Figura 33: Efeitos da sobrecarga salina no volume urinério. Avaliacdo em gaiola metabdlica nos
periodos basal, 30 e 60 dias, dados séo expressos com média £+ EPM, ANOVA de 2 vias. b. *P<0,05
vs. Wistar/C; ***P<0,0001 vs. SHR/C, #P<0,05 vs. Wistar/S. c. ***P<0,001 vs. SHR/C; #P<0,05 vs.
Wistar/S, n=4-6.
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4.1.6 Excrecgdo urinaria de sodio, potéssio, creatinina e perda proteica
- Excrecgdo de sodio urinario

A natriurese foi maior em animais hipertensos e normotensos em tratamento com

sal avaliando o tempo de 30 e 60 dias pelo préprio valor basal (figura 34).
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Figura 34: Natriurese de animais hipertensos e normotensos com e sem sobrecarga salina comparado
ao valor basal, dados sédo expressos por média, ANOVA de 2 vias. (****P<0,0001; **P<0,01), n= 4-6.

E avaliando os grupos individualmente: Aos 30 dias (Wistar/C 0,005 + 0,001 vs.
Wistar/S 0,021 + 0,003 P<0,001; SHR/C 0,004 £ 0,001 vs. SHR/S 0,038 + 0,004
mEqQg/24h, P<0,0001- figura 35-b) e aos 60 dias (Wistar/C 0,003 + 0,001 vs.
Wistar/S 0,017 + 0,003 P<0,05; SHR/C 0,004 + 0,001 vs. SHR/S 0,039 + 0,04
mEqg/24h, P<0,0001 — figura 35-c). Sendo que aos 60 dias, esta excrecdo foi
maior no grupo hipertenso quando comparado ao grupo normotenso (Wistar/S
0,017 £ 0,003 vs. SHR/S 0,039 + 0,04 mEq/24h, P<0,0001 — figura 35-c).
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Figura 35: Avaliacéo da excregdo de sodio urinério corrigida pelo volume urinério em gaiola metabdlica e
peso dos animais aos periodos basal, 30 e 60 dias (A,B,C respectivamente). Os dados sdo expressos com
média + EPM, ANOVA de 2 vias. b. **P<0,001 vs. Wistar/C; ****P<0,0001 vs. SHR/C e #*#P<0,001 vs.
Wistar/S. c. *P<0,05 vs. Wistar/C; ****P<0,0001 vs. SHR/C e #P<0,05 vs. Wistar/S, n=4-6.
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- Excrecgdo urinaria de potassio

As andlises de excrecao de potassio comparando grupos sal vs. controle ndo
revelaram diferencas significativas, no entanto, a excre¢do de potassio foi maior
no grupo hipertenso aos 60 dias em comparacdo com O grupo normotenso
(Wistar/S 0,013 £ 0,002 vs. SHR/S 0,022 + 0,002 g, P<0,01 — figura 36-c).
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Figura 36: Avaliacdo da excrecao de potassio urinario corrigido pelo volume urinario da gaiola metabdlica
correspondente aos periodos basal, 30 e 60 dias. Os dados sédo expressos com média + EPM, ANOVA de
2 vias, n= 4-6.

- Excrecgdo urinéaria de creatinina

Independente do tempo de tratamento, as analises ndo mostraram alteracées na
excregdo de creatinina (figura 37-c).
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Figura 37: Efeitos da sobrecarga salina na excre¢do de creatinina urinaria corrigida pela urina de 24h da
gaiola metabdlica correspondente aos periodos basal, 30 e 60 dias (A,B,C respectivamente). Dados séo
expressos com média + EPM, ANOVA de 2 vias. #P<0,05, n=4-6.
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- Perda urinéria de proteina

Houve aumento de perda urinaria de proteina em animais hipertensos tratados

com sal aos 60 dias de tratamento em comparacao ao seu valor basal.
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Figura 38: Proteinuria nos periodos de 30 e 60 dias vs. basal. Dados sdo expressos por média,
ANOVA de 2 vias. SHR/S 60 dias vs. SHR/S basal (***P<0,001), n= 4-6.

As analises comparando sal vs. controle mostraram aumento de proteinuria aos
30 dias no grupo hipertenso (SHR/C 0,12 + 0,01 vs. SHR/S 0,15 + 0 mg/24h,
P<0,05 - figura 39-b), e aos 60 dias (SHR/C 0,12 + 0,02 vs. SHR/S 0,19 + 0,02
mg/24h, P<0,05 - figura 39-c). E considerando hipertensos vs. normotenso houve
aumento de proteinudria nos grupos tratados com sal em todos os tempos (Basal:
SHR/S 0,11 + 0,01 vs. Wistar/S 0,05 + 0 P<0,001 - figura 39-a; aos 30 dias:
SHR/S 0,15 + 0 vs. Wistar/S 0,05 £ 0,01 P<0,0001 - figura 39-b; e aos 60 dias:
SHR/S 0,19 % 0,02 vs. Wistar/S 0,04 + 0,01 mg/24h, P<0,0001 - figura 39-c).
Havendo também ao tempo basal aumento de proteinlria nos animais tratados
com agua (SHR/C: 0,09 + 0,01 vs. Wistar/C: 0,05 £ 0,01, P<0,05 - figura 39-a) e
aos 30 dias (SHR/C: 0,12 + 0,01 vs. Wistar/C: 0,04 + 0, P<0,01 - figura 39-b).
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Figura 39: ProteinUria em gaiola metabdlica nos periodos basal, 30 e 60 dias. Dados sdo expressos
com média + EPM, ANOVA de 2 vias. A. ##P<0,01 vs. Wistar/S. b. *P<0,05 vs. SHR/C, ##P<0,01 vs.
Wistar/C; ####P<0,0001 vs. Wistar/S. c. ###P<0,001 vs. Wistar/S, n=4-6.
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4.1.7 Pletismografia basal, 30 e 60 dias

Comparados ao valor basal, a PAS do grupo SHR/S aumentou
significativamente aos 30 e 60 dias. O aumento também pode ser visto em

SHR/C - 60 dias, o que pode ser caracterizado como efeito do tempo, figura 40.

Incremento da PAS ao longo do tempo
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Figura 40: PAS por pletismografia de cauda ao longo de 60 dias, dados sao expressos com média,
ANOVA de 2 vias. ***P<0,001 vs. SHR/S basal, ***P<0,0001 vs. SHR/S basal e *P<0,05 vs. SHR/C
basal, n= 8.

Nas avaliacdes individuais (figura 41-a,b,c), observamos aumento significativo
nas analises comparando sal vs. controle em animais SHR nos periodos 30 dias
(SHR/C 200 £ 5,2 vs. SHR/S 218 + 3,2 mmHg, P<0,01 - figura 41-b) e 60 dias
(SHR/C 206 + 5,8 vs. SHR/S 225 + 3,3 mmHg, P<0,05 - figura 41-c). E aumento
significativo de (P<0,0001) em todos os grupos avaliando animais hipertensos
VS. normotensos com mesmo tratamento, Basal: (Wistar/C 109 + 3,3 vs. SHR/C
188 £ 4,2; Wistar/S 114 + 2,9 vs. SHR/S 194 + 2,5 mmHg - figura 41-a); 30 dias:
(Wistar/C 110 £ 2,1 vs. SHR/C 200 + 5,2; Wistar/S 112 + 2,7 vs. SHR/S 218 +
3,2 mmHg - figura 41-b), e aos 60 dias: (Wistar/C 113 + 2,2 vs. SHR/C 206 £ 5,8;
Wistar/S 119 + 3,8 vs. SHR/S 225 + 3,3 mmHg - figura. 41-c).
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Figura 41: Efeitos da sobrecarga salina na PAS por pletismografia em animais hipertensos e
normotensos, nos periodos basal, 30 e 60 dias (A,B,C respectivamente), dados sdo expressos com
média £ EPM. ANOVA de 2 vias. *P<0,05, **P<0,01, ####P<0,0001, n=8.
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Il. MEDIDA DIRETA DE PRESSAO ARTERIAL

Avaliacdo hemodinamica

Ao completar 60 dias de tratamento, os animais foram submetidos & medida
direta da PA e medida da VOP. Apds essas andlises foi realizada eutanasia e

remocao dos Orgaos para avaliacdo ponderal e histoldgica.
Mortalidade

Devido as dificuldades técnicas da cirurgia de cateterismo carotideo-femoral, no

decorrer do experimento houve uma perda de 2 animais (1 Wistar/C e 1 SHR/C).

4.2.1 Dados ponderais e relacdo 6rgaof/tibia

O tratamento com sal aumentou significativamente o peso dos rins de animais
Wistar (Wistar/C 1.320 + 33 vs. Wistar/S 1.497 + 29, P<0,01) e rim/tibia (Wistar/C
300 £ 7 vs. Wistar/S 344 = 8, P<0,01), o que n&o ocorreu no grupo SHR.
Considerando hipertensdo (mesmo quando corrigindo o peso absoluto pela
dimensao da tibia), houve aumento significativo do coracao (Wistar/C 1.067 + 38
vs. SHR/C 1.237 + 44, P<0,05) e coracao corrigido pela tibia (Wistar/C 242 + 6
vs. SHR/C 312 + 9, P<0,0001; Wistar/S 254 + 11 vs. SHR/S 310 % 4, P<0,001);
pulmao corrigido pela tibia (Wistar/C 384 + 22 vs. SHR/C 476 + 13, P<0,05) e
rim peso absoluto (Wistar/C 1.320 + 33 vs. SHR/C 1.148 + 39, P<0,01; Wistar/S
1.497 + 29 vs. SHR/S 1.114 + 29, P<0,0001) e rim corrigido pela tibia (Wistar/S
344 + 8 vs. SHR/S 286 + 6, P<0,0001) — tabela 2.

WISTAR SHR
Controle (n=-8) Sal (n=8) Controle (n=8) Sal (n=7-8)
Tibia (cm) 44+0,04 44+0,06 39+0,02%(@) 40+0,03% ()
Coragdo (mg) 1.104 £ 0,05 1.067 + 0,04 1.208+0,02 4 (c) 1.237 + 0,04
Coragaoftibia (mg/cm) 254 +0,01 242 £ 0,01 310 + 0,004 # (d) 312+0,01# ()
Pulméo Umido. (mg) 1.958 + 0,07 1.697 £ 0,1 2.087+0,1 1.892+0,05
Pulméo /tibia (mgfcm) 449 +0,02 384 £ 0,02 535+ 0,04 # 476 +0,01
Pulmao seco. (mg) 410 £0,01 399 £ 0,04 432 +0,02 378 £ 0,01
Agua pulméo (%) 7905 7621 79+08 80+0,3
Rim (mg) 1.497 +0,03 1320:003%@  1.114£003#(m) 1.148 0,04 ()
Rim/tibia (mgfcm) 344 + 0,01 300+ 0,01*¢) 286 + 0,01 290 + 0,01 # (k)

Tabela 2: Parametros ponderais de 6rgaos e relagdo orgao/tibia por analise sal vs. controle (*) e
hipertenso vs. normotenso (#). a. ####P<0,0001 vs. Wistar/C; b. ####P<0,0001 vs. Wistar/S; c.
#P<0,05 vs. Wistar/C; d. ####P<0,0001 vs. Wistar/C; e. ###P<0,001 vs. Wistar/S; f. #P<0,05 vs.
Wistar/C; g. **P<0,01 vs. Wistar/C; h. ##P<0,01 vs. Wistar/C; i. ####P<0,0001 vs. Wistar/S; j.
**P<0,01 vs. Wistar/C e k. ####P<0,0001 vs. Wistar/S. Dados séo expressos como média + EP,
ANOVA de 2 vias. **P<0,01, n=7-8.
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4.2.2 Efeitos hemodinamicos do alto consumo de sal

Pressao arterial sistdlica, diastolica, média e frequéncia cardiaca

Nas andlises realizadas por método invasivo, observamos que ndo houve
diferenca significativa nas analises sal vs. controle na PAS, PAD, PAM e FC.
Entretanto nas analises considerando hipertenso vs. normotenso observamos
aumento significativo nos parametros de PAS nos animais SHR quando
comparados a seus respectivos Wistar com o mesmo tratamento (Wistar/C 116
+ 3,8 vs. SHR/C 146 + 4,4, P<0,0001; Wistar/S 119 + 3,3 vs. SHR/S 153 + 3,0
mmHg, P<0,0001 - figura 42-a). Este aumento também foi observado na PAD
entre animais tratados com agua (Wistar/C 78 + 3,8 vs. SHR/C 92 + 3,5 mmHg,
P<0,05 - figura 42-b). Na PAM houve aumento nos SHR quando comparados a
Wistar, independente do tratamento (Wistar/C 93 + 3,9 vs. SHR/C 114 * 4,1
P<0,01; Wistar/S 98 + 2,1 vs. SHR/S 118 + 3,2 mmHg, P<0,01 — figura 42-c). E
na avaliacdo da frequéncia cardiaca ndo foi observada diferenca significativa
entre os grupos (figura 42-d).
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Figura 42: Funcdo hemodinamica por cateterismo arterial apds 60 dias de sobrecarga salina em animais
hipertensos e normotensos. a. Pressdo Arterial Sistélica — PAS; b. Pressao Arterial Diastélica — PAD; c.
Pressao Arterial Média — PAM e d. Frequéncia Cardiaca — FC, dados sé&o expressos como média = EPM,
ANOVA de 2 vias. ##P<0,0001, #P<0,01 *P<0,05, n= 7-8.
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4.2.3 PAS nédo invasiva vs. PAS invasiva
Reducéo da PAS apos efeitos da anestesia

Comparando a PAS direta vs. ndo invasiva (pletismografia), houve uma
significativa reducéo apenas na PAS de animais hipertensos, sendo 61 mmHg
em SHR/C: (SHR/C 206 £ 5,8 vs. SHR/C 146 + 4,4 mmHg, P<0,0001) e 72 mmHg
em SHR/S: (SHR/S 225 * 3,3 vs. SHR/S 153 + 3,0 mmHg, P<0,0001), figura 43.
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Figura 43: Pressdo Arterial Sistélica (PAS) néo invasiva (pletismografia de cauda) vs. invasiva
(cateterismo carotideo-femoral). Dados sdo expressos com média + EPM, ANOVA de 2 vias.
****P<(0,0001 vs. SHR/C PAS nédo invasiva e ***P<0,0001 vs. SHR/S PAS nédo invasiva e
****P<(0,0001 vs. SHR/S PAS néo invasiva, n= 7-8.

4.2.4 Sobrecarga salina aumenta a PP de animais hipertensos

Independente da reducéo da PAS ap0s o anestésico, a PP foi maior em animais
hipertensos quando comparados aos animais normotenso (Wistar/C 38 + 1,2 vs.
SHR/C 54 + 1,3 P<0,0001; Wistar/S 36 + 1,8 vs. SHR/S 60 + 1,7 mmHg,
P<0,0001 - figura 44). E adicionalmente, animais hipertensos tratados com sal
mostraram PP elevada quando comparado ao grupo controle (SHR/C 54 1,3
vs. SHR/S 60 + 1,7 mmHg, P<0,05 — figura 44). Este achado sugere possiveis

efeitos da sobrecarga de so6dio nos mecanismos de complacéncia arterial.
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Figura 44:Presséo de pulso por cateterismo carotideo-femoral apos 60 dias de sobrecarga salina,
dados sdo expressos por média + EPM, ANOVA de 2 vias. *P<0,05 vs. SHR/C; ####P<0,0001 vs.
Wistar/C e #### P<0,0001 vs. Wistar/S, n=7 e 8.
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4.2.5 Sobrecarga salina eleva a VOP de animais hipertensos

Avaliamos a rigidez arterial de animais hipertensos e normotensos tratados com
solucéo salina pela medida de VOP seguindo as técnicas mencionadas no item
3.2.1 dos métodos. Corroborando os achados da PP (figura 44), a hipertenséo
se mostrou um importante fator, elevando a VOP em 43% em relagdo ao grupo
normotenso sem influéncia de sal (Wistar/C 4,3 + 0,3 vs. SHR/C 6,2 + 0,2 m/s,
P<0,05). No entanto, avaliando a soma dos fatores hipertensdo e alto consumo
de sal houve um incremento de 49% (Wistar/S 4,5 £ 0,3 vs. SHR/S 6,7 £ 0,3 m/s,
P<0,001 - figura 45-a).

Mais além, as analises comparando sal vs. controle mostraram que a sobrecarga
salina aumentou significativamente a VOP de animais hipertensos tratados com
sal quando comparado aos animais hipertensos em consumo de agua (SHR/C
6,2 £ 0,2 vs. SHR/S 6,7 + 0,3 m/s, P<0,05 — figura 45-b), sendo o incremento de
VOP apés a sobrecarga salina correspondente a 8%. Esses achados fortificam
um possivel efeito provocado na rigidez arterial induzida pelo alto consumo de

sal.
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Figura 45: Velocidade da Onda de Pulso (VOP) em animais hipertensos e normotensos por
cateterismo carotideo-femoral ao 60° dia de sobrecarga salina, dados sdo expressos por média *
EPM, test t, *P<0,05, n=7-8.
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[ll. ESTRUTURA E REMODELAMENTO VASCULAR

Para avaliar os possiveis efeitos do alto consumo de sddio que levaram ao
aumento da PP e VOP, avaliamos o componente passivo e ativo da fisiopatologia
da rigidez arterial, o qual o componente passivo consiste de alteracfes
mecanicas da parede vascular e o componente ativo de alteracdes na funcao
endotelial e tdbnus do musculo liso vascular. Investigamos se 60 dias com
tratamento com 1% de NaCl na agua de beber promoveu remodelamento nas
artérias aortas de ratos com e sem hipertensdo. Para isso, inicialmente
determinamos o valor absoluto da area luminal e da area de seccao transversa
da camada meédia vascular (AST) e avaliamos o coldgeno, quantidade de
laminas elasticas e se houve fragmentacdo. Posteriormente foi determinado
parametros funcionais, como medida de tenséo de parede e estresse da camada

média vascular — tabela 3.

WISTAR SHR
Controle (n=7) Sal (n=7) Controle (n=8) Sal (n=8)
Area luminal (um’) 47000 £2012 49857 & 3446 44750 £ 1698 47250 + 3239

Areaexternamedia (UM") 554549, 10880 270332419020 241292 £ 16927 255340 £ 15171

o
AST da camada media (um’) 0, , o6 12143 + 738 17000 £ 2155 # 18375 + 1475 #

Tabela 3: Valor absoluto da area luminal, area externa da camada média e area da seccao transversa
(AST) da camada média apds 60 dias com sobrecarga salina. #P<0,005 vs. Wistar/C e #P<0,005 vs.
Wistar/S. Dados sdo expressos por média + EPM, ANOVA de 2 vias, n=7-8.

4.3.1 Area luminal da aorta e AST da camada média

As analises ndo mostraram alteracdes na area luminal de animais tratados com

ou sem hipertenséao, (figura 46).
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Figura 46: Area luminal (A) e AST da camada média (B). Dados sdo expressos por média + EPM,
ANOVA de 2 vias, n=7-8.
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4.3.2 Deposicao de colageno

Sendo uma possivel resposta para justificar o aumento da VOP e PP causada
pela sobrecarga salina em animais hipertensos, as analises morfologicas
mostraram maior deposicao de colageno na camada média da aorta de animais
hipertensos em tratamento com sal em relacéo ao grupo controle (SHR/C 7 £ 0,7
vs. SHR/S 16 * 2,3 %, P<0,01). Curiosamente a deposi¢ao de colageno foi maior
no grupo Wistar em relacdo aos SHR independente do tratamento com sodio,
(SHR/C 7 £ 0,7 vs. Wistar/C 17 + 1,8 %, P<0,001), figura 47.
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Figura 47: Percentual de deposi¢céo de colageno adrtico. Dados expressos por média + EPM, ANOVA
de 2 vias. * P<0,05 vs. SHR/C; # P< 0,05 vs. Wistar/S; ## P< 0,001 vs. Wistar/C, n=7-8.
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4.3.4 Lamelas elasticas

As anadlises da contagem de lamelas elasticas na artéria aorta, ndo mostraram
alteracbes neste componente elastico associado ao consumo de sal e nem
mesmo entre as cepas.
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Figura 48: Quantificacdo das lamelas elasticas da aorta. Dados sdo expressos por média + EPM,
ANOVA de 2 vias, n=7-8.



67

4.3.5 Fragmentacdo das lamelas elasticas

A avaliacdo morfologica mostrou um significante aumento de fragmentacéo das
lamelas elasticas causados pelo tratamento de 60 dias com alto consumo salino
no grupo normotenso (Wistar/C 1,2 £ 0,3 vs. Wistar/S 2,7 + 0,6 un, P<0,05) e
hipertenso (SHR/C 1,3 £ 0,2 vs. SHR/S 3,0 £ 0,3 un, P<0,01 — figura 49). Este
achado pode ser uma possivel evento fisiopatoldgico que levou o aumento da
presséo de pulso e VOP.
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Figura 49: Avaliacao de fragmentacao das lamelas elasticas da aorta. Dados séo expressos por média
+ EPM, ANOVA de 2 vias. * P<0,05 vs. Wistar/C e ** P<0,01 vs. SHR/C, n=7-8.
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4.3.6 Tensao de parede

A tenséo é a resisténcia da parede vascular a deformacdo em resposta a uma
determinada pressédo, é influenciada pelo grau de estresse ao nivel dos
microfilamentos na camada média vascular, sendo dada em unidade de forca
por area de parede. Os calculos de tensdo da parede arterial se basearam na lei
de Laplace, onde a tensdo, dada em dinas/cmz?, é igual a pressao interna da
artéria multiplicada pelo raio do vaso (T= P x R). Nestes calculos usamos a PAM
registrada in vivo e na qual os vasos foram fixados como pressao interna. Os
calculos, portanto, ndo refletem as flutuacbes da tensao e estresse de parede

durante o ciclo cardiaco, mas apenas o valor estéatico (W. A. Rocha et al., 2010).

Seguindo a tendéncia dos dados anteriores, a tensao foi maior no grupo
hipertenso quando comparado aos normotensos (Wistar/C 71 + 2 vs. SHR/C 129
+ 4 P<0,0001; Wistar/S 71 + 3 vs. SHR/S 153 + 3 dinas/cm?, P<0,0001 — figura
50). E adicionalmente, a sobrecarga salina elevou a tensao de parede de animais
hipertensos quando comparado ao grupo controle (SHR/C 129 + 4 vs. SHR/S
153 + 3 dinas/cm?, P<0,0001 - figura 50). Estes resultados fortificam a hip6tese
gue o alto consumo de sodio pode possuir uma interacdo nos mecanismos de

remodelamento vascular que levam a eventos cardiovasculares.
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Figura 50: Avaliacao de tencao de parede arterial apos 60 dias de sobrecarga salina. Dados sé&o
expressos por media + EPM, ANOVA de 2 vias. **** P<0,0001 vs. SHR/C; #### P<0,0001 vs. Wistar/C
e #### P<0,0001 vs. Wistar/S, n=8.
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4.3.7 Estresse da camada média vascular

Estresse é a for¢a exercida pela parede vascular por unidade de &rea que tem o
objetivo de manter o grau de tensdo ao nivel da camada média vascular em
resposta as alteracGes de pressao arterial. O estresse neste nivel normaliza a
tensdo de parede. Pela Lei de Laplace haveria um gradiente de aumento (ou
reducdo) da luz para a adventicia com espessamento (ou estreitamento) da
camada média vascular. No presente trabalho, o estresse da camada média, em
dinas/cm? foi definido como a quantidade de pressdo na area luminal total

distribuida por area de seccéao transversa da camada média.

Como objetivo de verificar se 0 aumento de tensdo, promovida pela sobrecarga
salina, manteve relagcdo direta com as avaliagdes anteriores, 0 estresse foi
determinado ao nivel da camada média, utilizando a formula E= (P x A)/M, onde
P € a presséao arterial média (mmHg), A é a area luminal (um2) e M € a area de

seccdao transversa da camada média (um?) (W. A. Rocha et al., 2010).

As avaliagcdes mostraram que o estresse da camada média vascular foi maior no
grupo hipertenso tratado com sal, seja quando comparado ao grupo controle
referente a hipertenséo (Wistar/S 388 + 20 vs. SHR/S 524 + 41 dinas/cm?, P<0,01
— figura 51) e grupo controle referente ao tratamento (SHR/C 494 = 116 vs.
SHR/S 524 + 41 dinas/cm?, P<0,05 — figura 51).
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Figura 51: Estresse da camada média da aorta apés 60 dias de sobrecarga salina. Dados sé&o
expressos por média + EPM, ANOVA de 2 vias. * P<0,05 vs. SHR/C e ## P<0,01 vs. Wistar/C, n=8.
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5. DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi que, a sobrecarga de sal aumentou a rigidez
arterial em ratos espontaneamente hipertensos (medida por VOP) independente
do aumento concomitante da pressao arterial, indicando que o sal desempenha
um papel na rigidez arterial. Este aumento na rigidez também foi observado ao
comparar animais normotensos de hipertensos, entretanto, adicionalmente, a
rigidez foi maior em animais SHR tratados com sal. O aumento da rigidez aortica
provavelmente se deve, pelo menos em parte, a alteragdes como degradacéo

de elastina e deposicéo de colageno na parede adrtica (visto em histologia).

A interacao entre pressao arterial e ingestao de sédio é amplamente reconhecida
e apoiada por numerosos estudos. O estudo Intersalt mostrou que a alta ingestéo
de sodio (acima de 7g/dia) somente foi associada a um aumento do risco
cardiovascular e morte em pessoas com hipertensao (Kjeldsen et al., 2017; Rose
et al., 1988). Mais recentemente, estudos clinicos vem mostrando uma estreita
relacdo entre o aumento de rigidez arterial, medida por VOP, e consumo de sal
em populacdes (M. Baldo et al., 2019; Siriopol et al., 2018; Y. Wang et al., 2015).

Estudos experimentais mostraram essa dindmica em animais SHR, onde a
ingestdo de sal (8%) foi associada com reduzida complacéncia arterial,
independente da PA (Et-Taouil et al., 2001). Em aortas e carétidas de animais
alimentados com altas doses de sal (7%), foi observado aumento da espessura
da parede e area de seccéo transversa media-lumen (Partovian et al., 1998). No
entanto, estes estudos possuem uma ingestdo muito elevada de sal ao que se

consome, o que limita uma interpretacao translacional.

O presente estudo avaliou a rigidez arterial por medida de VOP em uma
perspectiva experimental utilizando ratos SHR tratados com uma quantidade de
sal ajustada ao consumo de individuos brasileiros. Para isso, foi usada solucao
de 1% de NaCl, média que se aproxima ao consumo brasileiro de 9,34 g de sal
— PNS (Mill et al., 2021). Entretanto, no decorrer do tratamento, observamos que
animais SHR tratados com sal dobraram seu consumo de liquidos ainda no
11°/60° dia, representando um aumento de 35% em relacdo ao grupo Wistar/S.
Diante do aumento da ingestao liquida entre os grupos tratados, um novo calculo

para apurar esta diferenca (soma da ingestdo liquida e racdo mensurada em
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gaiola metabdlica), revelou um consumo médio diario de 0,054 g no grupo
Wistar/C; 0,110 g no grupo Wistar/S; 0,063 g no grupo SHR/C e 0,127 g no grupo
SHR/S. Realizando um calculo do que de fato os grupos estariam ingerindo se
tivessem uma proporcdo humana de 67,5 kg (peso médio — PNS), estes valores
corresponderiam a 8,7 (Wistar/C), 16,9 (Wistar/S), 13,8 (SHR/C) e 28,7 (SHR/S).

A avidez por sal (ap0s sobrecarga salina) observada no presente estudo, ja foi
mostrada anteriormente em animais Wistar (Forechi et al., 2015; Rosa et al.,
2020) e um consumo semelhante em animais SHR (Chrysant, 1979). No entanto,
até o presente momento ndo foi demonstrada essa diferenca de consumo
especifica entre as cepas, se ndo apenas o teor administrado. Ja foi
demonstrado que o apetite por sal em animais SHR é aumentado em
comparacao aos ratos Wistar (Ledingham et al., 1990). Esta discrepancia no
consumo diario de sal, poderia ter afetado os resultados entre grupos Wistar e
SHR, no entanto, a variabilidade entre os grupos foi a mesma, correspondendo
a 6,7 g/dia. Estudos clinicos mostram grande variabilidade interindividual, com

estimativas que variam de 1 até cerca de 25 g/dia (Mill et al., 2021).

Além da correcéo do teor de sal para 1%, a utilizacdo da cepa SHR, modelo que
mais se assemelha com a hipertensdo essencial humana, reforca a tentativa de
perspectiva translacional, jA& que o risco cardiovascular aumenta com a
hipertensao (Kjeldsen et al., 2017; Rose et al., 1988). No presente estudo, foi
observada maiores alteracdes provocadas pelo sal no grupo SHR. A avaliacdo
do efeito da hipertenséo na rigidez arterial mostrou aumento de 43% na VOP de
ratos SHR em relagcdo aos normotensos, independente do consumo de sal.
Adicionalmente, o efeito do sal em hipertensos (SHR tratados vs. néo tratados)
elevou a rigidez arterial em 8%. A mesma avaliacdo entre animais Wistar ndo

revelou alteracao.

Cordaillat e colaboradores (2011) avaliaram a rigidez arterial com metodologia
semelhante a utilizada no presente estudo, no entanto, utilizando animais
normotensos e com altas doses de sal (8%). Este estudo mostrou que a
sobrecarga salina causou hipertrofia cardiaca, ndo sendo observado aumento
na rigidez arterial vista por VOP. Outro estudo, avaliando rigidez arterial

entretanto com ratos SHR, tratados com sal (7% na dieta) mostrou aumento de
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rigidez de parede, utilizando o método de medida por modulo de elasticidade
incremental (Labat et al., 2001). J& o tratamento mais prolongado (12 semanas)
com dose ajustada (1% de sal na dieta) ndo mostrou alteracfes na rigidez e
estrutura adrtica medida por técnicas de rastreamento de ECO de alta resolucéo
(Levy et al., 1997). Um estudo com ratos sensiveis ao sal e com tendéncia a
hipersensibilidade espontanea (SHRSP), mostrou que um consumo com teor de
5% de sal causou diminuicdo da distensibilidade e aumento da rigidez,
desarranjo especifico de elastina na aorta abdominal e diminui¢cdo de contetdo
de elastina na aorta toracica (Lindesay et al., 2018).

Os conhecimentos a partir do estudo de Weisbrod et al., (2013) reforgam a ideia
de que a rigidez arterial precede a hipertensdo, sendo um potencial fator que
potencializa seu surgimento, e atua na manutencdo de um mecanismo
fisiopatolégico de retroalimentacdo (Harrison et. al., 2021). O presente trabalho
poderia aceitar a hipétese de Weisbrod (2013), sustentada por Mitchell (2014),
pois foi demonstrado um aumento de rigidez e da PA provocado por dieta,
associado a alteracdo da estrutura aértica. No entanto, ndo foi avaliado qual

alteracdo ocorreu primeiro.

Além do aumento de rigidez arterial, o presente estudo também mostrou um
aumento da PAS (avaliada por pletismografia de cauda) a partir do 28° dia de
tratamento com dieta salina. Esses achados s&o consistentes com outros
estudos em ratos hipertensos tratados com sal a 4% (Panth et al., 2016), a 8%
(Hayakawa et al., 2020), e em camundongos a 4% (Singh et al., 2021). Este
aumento, no entanto, ndo estava presente quando os animais foram submetidos
a anestesia para o protocolo de cateterismo para obtencdo de parametros

hemodinamicos e VOP.

A reducdo da PAS pelo protocolo cirargico, foi de 72 mmHg no grupo SHR/S e
61 mmHg no grupo SHR/C, enquanto nos animais Wistar ndo foi observada
nenhuma reducdo. Este efeito foi documentado anteriormente como uma
possivel inibicdo que ocorre no sistema nervoso simpatico (SNS) apos efeitos
anestésicos que prejudicam a manutencao da PA na mediacao neural central do
débito simpatico excitatério, que é aumentada na cepa SHR (Bencze et al.,

2013). Os achados hemodinamicos sdo consistentes com estudos em ratos
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Wistar (Lacchini et al., 2009), SHR (C. T. Lima et al., 2015) e em camundongos

(Johansson et al., 2009) submetidos a 1% de NaCl na agua de beber.

Em concordancia com o aumento de rigidez arterial em animais SHR
demonstrado pela VOP, o presente estudo também evidenciou um aumento de
11% na PP de animais hipertensos tratados com sal quando comparados ao
grupo SHR controle. A medida da PP como método que avalia rigidez arterial na
clinica ndo é tida como primeira escolha, pois a facilidade de oscilagdo da PAS
(seja por causa externa como efeitos do jaleco branco) pode indicar um falso
aumento de PP no momento da afericdo (Nogueira et al., 2003). No entanto, a
utilizacdo deste método nas atribuicbes de um estudo experimental, poderia ser

considerado de grande valia.

A PP sofre influéncia de acordo com o tipo de anestésico utilizado. Albrecht et,
al (2014) comparou esses efeitos entre anestesicos e observou que a
combinacdo de Ketamina e Xilazina (25 mmHg) foi ligeiramente inferior ao
observado com isoflurano e medetomidina-midazolam-fentanil (31 mmHg). A
resposta hemodinamica ao tratamento com sal (independente da reducdo da
PAS e consequente reducdo da PP) sustentou a hipétese aqui apresentada,
sugerindo possiveis efeitos da sobrecarga de sal nos mecanismos de aumento

de rigidez e reducao de complacéncia arterial.

Consistente as alteracbes na rigidez arterial vista na avaliagcdo de VOP e PP
apos a sobrecarga de salina em animais SHR, foi observada alterac6es na
parede arterial nas avaliacbes morfométricas. O sal aumentou 9% a deposicéo
de colageno em ratos SHR, sendo curiosamente maior (10%) em animais Wistar
quando comparados a SHR sem tratamento. Na avaliagdo da elastina, foi
observado que a sobrecarga salina causou a fragmentacdo de 50-75% das
laminas elasticas na parede aodrtica de animais Wistar e SHR. Outros estudos
mostraram aumento de conteudo de colageno e elastina em SHR a 7%
(Partovian et al., 1998), 5% (Lindesay et al., 2018), em Wistar a 1% (Levy et al.,
1997), a 2% (Grigorova et al., 2016), e em camundongos a 1% (C. T. Lima et al.,
2015).

Além disso, foi identificado um aumento dos indices calculados da tensao e

estresse de parede, o que corrobora a modulacéo vascular em decorréncia de
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prejuizos de NO, descrita em outros estudos (Li et al., 2009; Singh et al., 2021,
Weisbrod et al., 2013; Yu et al., 2015). No grupo SHR/S observamos aumento
de 18,6% na tensao, e 6,1% no estresse de parede em relacédo ao grupo SHR/C.
Em animais Wistar a mesma comparagao ndo evidenciou essas alteracdes. Na
avaliacdo da AST (area de seccao transversa) e area luminal, ndo foi observado
alteracdes provocadas pelo sal entre os grupos, no entanto a AST de animais
SHR aumentou em 54,5% quando comparada as de animais Wistar.
Corroborando o achado, um estudo utilizando a mesma dose (1%) nao observou
alteracdo na AST (C. T. Lima et al., 2015).

Os possiveis mecanismos fisiopatoldégicos envolvendo rigidez arterial e
sobrecarga de sal ainda ndo foram totalmente elucidados. Entre eles, uma
alteracdo na matriz extracelular da parede arterial levando a alteracdes da
biodisponibilidade de NO, pode ser considerada um dos fatores mais importantes
(Herrera et al., 2014). Um experimento in vitro utilizando artéria de cordao
umbilical humano mostrou que a sobrecarga de sédio diminuiu a barreira do
glicocalice endotelial de sddio em cerca de 50%, aumentando a rigidez endotelial
em 130% (Oberleithner et al., 2011). Outros estudos mostraram que o sédio
desregula a expressdo de oxido nitrico sintase endotelial — eNOS (Li et al.,
2009) e aumenta a producado intracelular do inibidor competitivo de eNOS,
dimetil-L-arginina (Fujiwara et al., 2000). Dessa forma, o aumento do sodio no
intersticio poderia contribuir para a rigidez arterial (BlUssemaker et al.,
2010). Esse aumento da concentracdo plasmatica de sodio intracelular estaria
envolvido com diferengas no volume e reducdo da deformabilidade, causado
pelas forcas de shear stress, levando a prejuizos na biodisponibilidade do NO, o

gue aumentaria a tensdo (Edwards & Farquhar, 2015; Oberleithner et al., 2007).

Outro mecanismo fisiopatolégico encontrado foi um possivel efeito que o sédio
exerce sobre o canal de sodio no endotélio. De fato, a dieta rica em sal, mesmo
sem alterar a PA, afeta a funcéo das células endoteliais arteriais e pode estimular
a producéo da forma ativa de TGFR-1 pelas células endoteliais da aorta (Ying &
Sanders, 1999). Além disso, foi demonstrado que a dieta rica em sal esta
associada a estimulacéo do receptor AT1 aértico (D. H. Wang & Du, 1998). Com
base nesse contexto, € importante reconhecer que o dano vascular induzido pela

alta ingestao de sal pode ser modulado por fatores genéticos, em particular pelo
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polimorfismo dos genes do receptor AT1 (Benetos et al., 1996) e genes da

aldosterona sintase (Pojoga et al., 1998).

Multiplas abordagens terapéuticas potenciais para reduzir a rigidez arterial foram
propostas e testadas, entretanto, a rigidez e PA tém uma relacdo bidirecional
muito proxima, qualquer mudanca na rigidez arterial ocasionaria um efeito na PA
e vice-versa (Pickup et al., 2019). Estudos observaram esta interagdo com o
objetivo de encontrar a génese por onde estes mecanismos fisiopatologicos se
iniciam. Weisbrod e colaboradores (2013) visualizaram alteracdo de rigidez
arterial utilizando uma dieta rica em gordura e sacarose (HFHS) e a partir de uma
avaliacao temporal, o estudo mostrou que o aumento de rigidez arterial vista por
VOP precedeu (1° més) o surgimento do aumento da PA (6° més). Corroborando
estudos com sal e rigidez arterial, o surgimento de rigidez visto pela dieta HFHS
foi associada a ativacao de vias inflamatérias e estresse oxidativo na parede
aortica, resultando de uma reducéo da biodisponibilidade de NO.

Além dos efeitos hemodindmicos apresentados, o presente estudo também
observou alteracbes metabodlicas. Como ja falado, o consumo de liquidos foi
maior nos grupos que consumiram sal, correspondendo a um aumento de 55%
em animais Wistar, chegando a 90% no grupo SHR. Em decorréncia ao aumento
da ingestao liquida, os animais também mostraram maior diurese mensurada em
gaiola metabdlica, onde em animais Wistar houve aumento de 87%, chegando a
190% em animais SHR. A analise de consumo de racédo e excrecdo de fezes foi
importante para observar alguma possivel taxa de retencdo de liquidos que
poderia influenciar no peso dos animais, o qual ndo foi observado. Além disso, o
peso do consumo de racéo, foi um importante fator para determinar 0 consumo

meédio de sal em cada grupo ao final do tratamento.

Utilizando a urina de 24h, coletada aproximadamente ao 60° dia de tratamento,
a excrecao do sodio urinario (corrigida pela diurese e peso corporal) aumentou
em 750% em animais Wistar e 870% em animais SHR. Nas analises de perda
de proteina urinaria, ndo observamos alteracdo da proteindria em animais
Wistar/S comparados a Wistar/C. Entretanto, a mesma avaliacdo na cepa SHR

mostrou aumento de 25% na analise da urina de 24h coletada aos 30 dias, e
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59% na analise de 60 dias. Nao foram detectadas altera¢cdes nas andlises de

potassio e creatinina urinaria.

O aumento de proteinuaria foi visto em muitos estudos apds sobrecarga salina.
Sabe-se que a expressao e o funcionamento dos componentes da SRA estdo
intimamente relacionados a ingestdo de sal. Em ratos SHR a dieta com 8%
produziu uma reducdo da expressédo da ECA2, o que desencadeou hipertrofia
glomerular, perda da integridade morfologica do podécito, levando a proteinudria
(Varagic et al., 2010). Outro estudo em SHR com mesmo tratamento, observou
resposta de aumento da concentracdo de renina plasmética e diminuicdo da
expressédo do receptor MAS, desencadeando estresse oxidativo renal, aumento
da pressao arterial, diminuicdo do fluxo sanguineo renal e proteindria (Lara et
al., 2012). Em ratos Sprague-Dawley a dieta a 8% causou proteindria, PAS
exacerbada, deposicdo de colageno, proliferacdo de células intersticiais e
infitracio de macréfagos pela excregcdo urindria exacerbada de
angiotensinogénio (Kawarazaki et al., 2011). Ainda em Sprague-Dawley, foi
observado niveis plasmaticos de aldosterona diminuidos desencadeando
aumento da PAS, lesdo glomerular, intersticial, infiltracdo de macr6fagos no rim
e proteindria (Shefer et al., 2016).

Em animais Wistar a sobrecarga de sal (3%) causou glomeruloesclerose,
hipertrofia e estresse oxidativo renal visto por modulagbes no equilibrio da
enzima conversora de angiotensina (ECA) e enzimas ECA2 renais. O estudo
ainda mostrou que uma reducdo da dieta de sodio evita a proteinudria e esta
associada a uma modulacdo do SRA local do rim em direcdo a protecao renal
(Berger et al., 2015).

A visualizacao de proteindria no grupo SHR/S do presente estudo, evidenciou
dano renal em potencial. Apesar da preservacdo dos rins em parafina para
avaliacbes morfomeétricas, devido a pandemia de COVID-19, ndo foi possivel
analisar estes tecidos e as possiveis lesfes renais que provavelmente seriam
encontradas. Um estudo que avaliou a estrutura do rim por histologia apos
sobrecarga salina (8,9%) em animais Wistar e SHR observou aumento de fibrose
tubulointersticial e esclerose glomerular presentes nas duas cepas tratadas com

sal (Hayakawa et al., 2020). Além disso, o presente estudo observou aumento
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do peso do rim corrigido pela dimensao da tibia em animais Wistar, 0 aumento
correspondeu a 14,7% em relacdo ao peso de rins de animais Wistar/C. Apesar
de dados da literatura demostrarem aumento do peso de 6rgdos apés uma dieta
com alto consumo de sal em SHR (1% e 8%) (M. P. Baldo et al., 2011; Cordaillat
et al., 2011), o presente estudo ndo evidenciou aumento no peso do coragéo,

pulma&o e rins.

Parte da motivacdo para a realizacdo deste trabalho veio da curiosidade de
observar os efeitos do tratamento com sal na rigidez aortica, a artéria com maior
potencial biomecanico de influéncia na pressédo arterial. Apesar de muitos
estudos clinicos mostrarem os efeitos do alto consumo de sal na rigidez arterial,
poucos sdo os estudos que avaliaram este parametro por VOP em uma
perspectiva experimental. A observacao realizada no presente estudo, viabilizou
novos conhecimentos sobre a medida de VOP e rigidez arterial que ainda € um

conhecimento relativamente recente dentro da ampla literatura cardiovascular.

Ademais, a observacdo deste parametro com todo o controle de um estudo
experimental, seja pela fiel determinacdo da distancia entre os pontos (foot-to-
foot) para o calculo da velocidade entre as ondas de pulso, ou na correlacao de
alteracdes fisicas do vaso visto por morfometria e avaliagcbes hemodinamicas.
Até entdo, era desconhecido o efeito de uma quantidade de sal (dentro do que
se consome) na rigidez arterial medida por VOP em ratos SHR. Certamente
avancamos no conhecimento dos efeitos e possiveis mecanismos pelos quais o
sal desempenha rigidez arterial sobre a aorta de ratos. Os achados contribuem
e reforcam a necessidade de mais estudos nesta area de tamanha importancia
para prevencao e reducao de eventos cardiovasculares, que interferem na salude

publica mundial.



79

Limitacdes

A utilizacdo de cateteres preenchidos com fluido em vez de dispositivos que
medem a pressao na ponta dos cateteres, pode ter limitado a precisdo de nossa

avaliacao do tempo de transito das ondas de pulso na medida de VOP.

Animais SHR tiveram maior consumo de sal do que animais Wistar, isso pode
ter limitado o poder de comparacéo do efeito do sal entre organismo hipertenso
e normotenso, no entanto as avaliacbes provocadas dentro de cada cepa

puderam ser avaliadas.

A pandemia de COVID-2019 inviabilizou avaliacdes secundarias a qual tivemos
curiosidade como a histologia dos rins e coracao e avaliagdes bioguimicas com
método de TBARS e AOPP da aorta e rins.
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6. CONCLUSAO

O tratamento com 1% de NaCl por 60 dias causou aumento da velocidade de
onda de pulso e presséo de pulso em animais SHR, ndo sendo detectado tais
alteracdes em animais Wistar. A dieta com sal promoveu alteracdes estruturais
na aorta como fragmentacdo de elastina e fibrose vista pela deposicdo de
coldgeno em ambas as cepas. Além disso, foi observado aumento na tenséo e
estresse de parede em ratos SHR. Estes achados sustentam nossa hipotese que
0 consumo salino a 1% pode causar alteracdes na dinamica e estrutura vascular
levando ao surgimento de doencas cardiovasculares, o que reforca a
necessidade de reducdo no consumo de sal como uma importante estratégia
para a prevencdo de eventos cardiovasculares principalmente em individuos

hipertensos.
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