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RESUMO

Ferreira DN. Sobrecarga cronica de sal na dieta: mecanismos de
desenvolvimento de hipertrofia ventricular esquerda em ratos Wistar machos
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2009.
115p.

O aumento da pressao arterial ndo é a unica consequéncia da sobrecarga
de sal na dieta. Independente dos efeitos hemodinamicos, o excesso de sal
pode induzir alteragcbes estruturais no miocardio. A avaliacdo dos
mecanismos destas alteragdes foi 0 objetivo do presente estudo. Para tanto,
ratos Wistar machos foram alimentados com dieta: normossodica (NR: 1,3%
de NaCl), hipersédica 1 (HR1: 4%) e hipersddica 2 (HR2: 8%) desde o
desmame até a 18% semana de idade. O grupo HR2 foi dividido em HR2,
HR2+Hidralazina (HZ: 15mg/ kg/ dia) e HR2+Losartan (LOS: 20mg/ kg/ dia).
As drogas foram administradas a partir da 7% semana de idade. Foram
avaliados pressao arterial caudal (PAc), atividade de renina plasmatica
(ARP), aldosterona sérica, ecocardiograma, massa ventricular esquerda
(MVE) e direita (MVD), medida do diametro transverso do midécito (DTM),
fibrose intersticial (FI), expresséo protéica do receptor de angiotensina Il do
tipo | (AT4) e tipo 2 (AT,), dosagem de angiotensina Il (All) e ligagdo do
anticorpo que reconhece a conformacao ativada dos receptores AT e AT
no ventriculo esquerdo (VE) e direito (VD). A PAc foi maior no grupo HR1 e
HR2 comparado com o grupo NR. A PAc do grupo HR2+HZ e HR2+LOS néo
diferiu do grupo NR. ARP e ALDO foram menores nos grupos HR1, HR2,
HR2+HZ e HR2+LOS. A espessura do septo interventricular na diastole e da
parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole foram maiores nos
grupos HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS comparado com o grupo NR. A
MVE e MVD foram maiores nos grupos HR2, HR2+HZ e HR2+LOS
comparado com o grupo NR. O DTM do VE foi maior nos grupos HR1, HR2,
HR2+HZ comparado com o grupo NR e HR2+LOS. DTM do VD foi maior no
grupo HR2 e HR2+HZ comparado com o grupo NR, HR1 e HR2+LOS. A FI
no VE e VD foi maior nos grupos HR1, HR2 e HR2+LOS comparado com o
grupo NR e HR2+HZ. A expressao da proteina do receptor AT{ no VE e VD
foi maior nos animais do grupo HR2 e HR2+HZ quando comparado com o
grupo NR, HR1 e HR2+LOS. A expresséo da proteina do receptor AT, nédo
foi alterada pelo alto consumo de sal, mas foi menor no grupo HR2+LOS. A
ligagcdo do anticorpo que reconhece a conformacgéo ativada do receptor AT
no VE e VD foi menor nos grupos HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS
comparado com o grupo NR. A ligacdo do anticorpo que reconhece a
conformagdo ativada do receptor AT, ndo foi alterada no VE e VD dos
grupos HR1, HR2 e HR2+LOS. No entanto, a ligacdo do anticorpo no
receptor AT, foi menor no VE e VD no grupo HR2+LOS. O conteudo de All
foi maior em ambos os ventriculos nos grupos HR1, HR2, HR2+HZ e
HR2+LOS. O elevado consumo de sal induz hipertrofia e fibrose miocardica
independente do efeito sobre a pressao arterial. A hipertrofia do
cardiomiécito e a Fl induzida pelo sal ocorre por mecanismos diferentes.
Algumas evidéncias deste estudo sugerem a internalizacdo do receptor AT
induzido pelo sal provavelmente devido a ligacao da All.

Descritores: 1.Midcitos cardiacos 2.Fibrose 3.Sistema renina-angiotensina
4.Consumo de sal 5.Ratos Wistar



SUMMARY

Ferreira DN. High salt intake: mechanisms of left ventricular hypertrophy
development in male Wistar rats [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2009. 115p.

Increased blood pressure is not the only consequence of salt overload.
Independently from the hemodynamic effect, salt excess may induce
structural alterations in the myocardium. The aim of the present study was to
evaluate the mechanisms of the myocardium structural alteration in response
to high salt intake. Male Wistar rats were fed normal (NR: 1.3% NaCl), high 1
(HR1 4%) or high 2 (HR2 8%) salt diet since weaning until 18" week of age.
HR2 group was divided in HR2, HR2+hydralazine (HZ: 15mg/ kg/ dia) and
HR2+losartan (LOS: 20mg/ kg/ dia). Drugs were administered since the 7"
week of age. Tail-cuff blood pressure (Tc-BP), plasma renin activity (PRA),
serum aldosterone (ALDO), echocardiography, left (LV) and right (RV)
ventricular mass, cardiomyocyte transverse diameter (CTD), interstitial
fibrosis (IF), protein expression of ATy and AT, receptors, angiotensin Il
content (All), binding of the conformational specific anti-AT{ and anti-AT»
antibody in both ventricles were determined in the LV and RV. Tc-BP was
higher in the HR1 and HR2 groups when compared to NR. Tc-BP on
HR2+HZ and HR2+LOS did not differ from NR. PRA and ALDO were lower in
the HR1, HR2, HR2+HZ and HR2+LOS when compared to NR.
Interventricular septal and left ventricular posterior wall thicknesses were
higher on HR1, HR2, HR2+HZ and HR2+LOS compared to NR. LV and RV
mass was higher in the HR2, HR2+HZ and HR2+LOS when compared to
NR. CTD in the LV was higher on HR1, HR2 and HR2+HZ groups than on
NR and HR2+LOS groups. CTD in the RV was higher in the HR2 and
HR2+HZ when compared to NR, HR1 and HR2+LOS groups. IF was higher
in the LV and RV in HR1, HR2 and HR2+LOS groups than in NR and
HR2+HZ groups. AT, protein expression was higher in the HR2 and HR2+HZ
compared to NR, HR1 and HR2+LOS groups. High salt intake did not
increase AT, protein expression in the HR1, HR2 and HR2+HZ groups.
However, losartan induced a decrease in AT, protein expression. In
response to high salt intake, the binding of an AT4 conformational specific
antibody was lower in both ventricles. Binding of the conformational specific
anti-AT, antibody in both ventricles did not change in response to HR1 and
HR2. However, binding of the conformational specific anti-AT, antibody was
lower in both ventricles in the HR2+LOS group. All was higher in both
ventricles in the HR1, HR2, HR2+HZ and HR2+LOS groups. Myocardial
structural alterations in response to high salt intake are independent of the
effect on blood pressure. Salt induced cardiomyocyte hypertrophy and
interstitial fibrosis are due to different mechanisms. Some evidences from the
present study are in favor of salt induced AT; receptor internalization
probably due to All binding.

Keywords: 1.Cardiac myocytes 2.Fibrosis 3.Renin-angiotensin system 4.Salt
intake 5.Rats Wistar



1 INTRODUGAO

1.1 Informacoées Gerais

Existem estudos indicativos de que a ingestédo de cloreto de sédio era
extremamente baixa ha cerca de 4,5 milhdes de anos, quando os
hominideos sobreviviam com pequenas quantidades de sal naturalmente
presentes nos alimentos. Devido a este baixo consumo de sal fornecido pela
dieta os humanos foram geneticamente programados a uma dieta com baixo
conteudo de sal (Denton, 1997).

A adicdo do sal aos alimentos comecgou cerca de 5000 anos atras.
Segundo alguns relatos, isto ocorreu devido a propriedade do sal em
preservar os alimentos. Com a invengéo do congelador e da geladeira o sal
nao foi mais necessario para preservar os alimentos. No entanto, com o
crescente aumento de alimentos industrializados, o elevado consumo de sal
€ mantido até hoje (Cirillo et al., 1994; MacGregor & Wardener, 1998).
A consequéncia é que o elevado consumo de sal na dieta causa aumento da
pressao arterial e, portanto, o aumento do risco de doencgas cardiovasculares

(Pearson e Wolzak, 1982).
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Evidéncias de que o consumo elevado de sal esta relacionado com o
aumento da presséao arterial tem sido observado ha muitos anos. Um estudo
epidemioldgico mostrou que populagbes indigenas que consomem uma dieta
com conteudo de sal muito baixo tém pressao arterial normal (Denton, 1997),
enquanto que tribos nébmades do Ird, que consomem cerca de 180 mmol de
cloreto de sodio por dia tém prevaléncia elevada de hipertensdo arterial
(Page et al. 1981). Em outros estudos, realizados em diferentes animais de
experimentacdo, foi observado que o consumo elevado de sal é
acompanhado pelo aumento progressivo da pressao arterial (Stamler, 1997).
Denton et al. estudou chimpanzés que consumiam uma dieta habitual de
frutas e vegetais. Depois de um ano de observagcdo sem mudancgas na dieta
e condigbes sociais, 0 sodio foi adicionado em quantidades crescentes de
5,10 e 15g de sdédio por dia durante vinte meses. Apos este periodo, os
chimpanzés apresentaram um aumento progressivo da pressao arterial e
quando foi interrompida a adicao de sal na dieta, a pressao arterial retornou
aos valores basais observados no inicio do estudo (Denton, 1997).

Esta associagdo do sal com a pressao arterial também é comprovada
com a observacao de que modestas redugdes na ingestdo de sal sao eficazes
para reduzir a pressao arterial em pacientes hipertensos (Whelton et al., 1998).
Em individuos normotensos a pressao arterial aumenta com a maior ingestao
de sal e diminui quando a ingestao de sal é reduzida (Luft et al., 1979).

Sao0 numerosas as evidéncias que dao suporte a uma associagao
entre ingestao elevada de sal e aumento da pressao arterial. No entanto, o

aumento da presséao arterial ndo € a unica consequéncia da sobrecarga de
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sal na dieta (Ahn et al.,, 2004; Matsui at al., 2008). Além dos efeitos
hemodinamicos, o excesso de sal pode estar relacionado com alteracdes
estruturais no miocardio, como a hipertrofia cardiaca, independente de seus
efeitos sobre a pressao arterial. Como a hipertrofia cardiaca constitui um
indicador de grande relevancia de risco de morbidade e mortalidade
cardiovascular, os mecanismos fisiopatolégicos da hipertrofia cardiaca

induzida pelo excessivo consumo de sal merecem especial atencéo.

1.2 Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca € um conjunto de alteragbes moleculares,
celulares e intersticiais cardiacas, manifestadas como modificagdes de
tamanho, massa, geometria e funcdo do coragdo que pode ser
desencadeada por agentes mecanicos ou humorais sobre o tecido cardiaco.

Macroscopicamente, a hipertrofia ventricular esquerda pode ser de
dois tipos: excéntrica ou concéntrica. A hipertrofia excéntrica € causada por
um estimulo de sobrecarga de volume. Neste tipo de hipertrofia, ocorre um
aumento da massa ventricular esquerda decorrente de um aumento da
espessura da parede concomitantemente com um aumento do didmetro da
cavidade do ventriculo esquerdo. Ja na hipertrofia concéntrica, secundaria a
sobrecarga de pressao, ocorre um aumento da massa ventricular esquerda
devido a um aumento da espessura da parede. Neste tipo de hipertrofia é
observada uma reducdo do didametro da cavidade do ventriculo esquerdo

(Grossman et al., 1975).
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O crescimento dos cardiomiocitos pode ocorrer pela adicdo de
sarcébmeros em série (sobrecarga de volume) ou em paralelo (sobrecarga
de pressao), permitindo que a célula aumente em comprimento ou em
largura, levando a hipertrofia excéntrica ou concéntrica, respectivamente
(Russell et al., 2000) — figura 1.

Durante o crescimento do cardiomidcito ocorre uma modificagdo na
expressao das proteinas contrateis que assumem caracteristicas do periodo
de desenvolvimento cardiaco fetal ou perinatal, sendo por isto denominado
“reprogramacao fetal”. Portanto, um reaparecimento de miosina de cadeia
pesada do tipo beta (B-MCP) é observado durante o desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca e tem como objetivo adequar a velocidade e a forca de

contragao do ventriculo (Izumo et al., 1988).

Sarcomero

Coracao Mormal

Sarcameros adicionados em paralelo: Hipertrofia concéntrica

B |

= = e .y 1 P
Sarcomeros adicionados em serie: H DE.""GfEI exXcenirica

Figura 1. Esquema de hipertrofia excéntrica (sobrecarga de volume) e
concéntrica (sobrecarga de pressao)
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Outra caracteristica que pode ser observada na hipertrofia cardiaca
patologica € o aumento da deposicdo da matriz extracelular decorrente
principalmente de um aumento na formagao de colageno | e lll, sintetizado
pelos fibroblastos. O colageno tipo | € o mais rigido de todos os colagenos,
sendo o principal responsavel pela rigidez da camara cardiaca (Amiel e
Nimni 1993; Norton et al., 1997; Hein e Schaper 2001). Ja o colageno tipo |l
possui um papel importante na manutencdo do alinhamento dos
cardiomiécitos. Portanto, um aumento na deposicao destas fibras colagenas
provoca deficiéncia no processo de relaxamento do miocardio, levando ao
aparecimento da insuficiéncia diastdlica (Diez et al., 2005).

Dentre os fatores de crescimento que induzem a hipertrofia e a fibrose
cardiaca destacam-se os FGF-2 (fibroblast growth factor — 2) e TGF-p1
(transforming growth factor beta). Estas moléculas agem de maneira
autocrina e paracrina propagando a hipertrofia e intensificando o processo
de injuria tecidual (Sadoshima e |zumo, 1997).

O FGF-2 é capaz de induzir diretamente a hipertrofia, como verificado
em experimento “in vivo” através da infusdo desta molécula em ratos
(Schultz et al., 1999). J&a o TGF--f1 é importante como indutor de fibrose
cardiaca. Este fator de crescimento tem propriedades fibrogénicas, ou seja,
atua induzindo a sintese e inibindo a degradagdo dos componentes da
matriz extracelular (Lijnen et al., 2000). Além disso, a sintese do TGF-p1
pode ser induzida por outras moléculas, como por exemplo, a angiotensina |l

(Gray et al., 1998).
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1.3 Associagao entre o elevado consumo de sal na dieta e a

hipertrofia cardiaca

Du Cailar et al. (1992) investigaram a associagao entre excregado de
sédio urinario e massa ventricular esquerda em uma amostra de 91 hipertensos
e 50 normotensos. Em ambos os grupos, a excregdo de sodio urinario em
24 horas correlacionou-se positivamente com a massa ventricular, sugerindo
um efeito cardiotroéfico do sédio tanto em normotensos quanto em hipertensos.
Por outro lado, um estudo realizado em 45 voluntarios normotensos n&o
mostrou correlagdo entre a excreg¢ao de sodio urinario em 24 horas e a massa
ventricular esquerda. Estes resultados sugerem que o sodio pode exercer
acao hipertrofica no coragdo somente na vigéncia ou em sujeitos predispostos
ao desenvolvimento da hipertensdo arterial (Shmieder e Langenfeld, 1995).
Da mesma forma, outro estudo realizado por Dhingra et al. (2004) em homens
e mulheres normotensas ndo mostrou correlagdo entre a massa ventricular
esquerda e a excregao urinaria de soédio em 24 horas. Com base nos
estudos citados, a associagao entre consumo de sal e hipertrofia cardiaca é
assunto que necessita de estudos adicionais para sua melhor compreensao.

Lal et al. (2003) verificaram que ratos Wistar desenvolveram hipertrofia
ventricular esquerda sem incremento na pressdo arterial apdés quatro
semanas de consumo de dieta com elevado teor de sal. Neste mesmo estudo
o consumo de sal por tempo prolongado induziu fibrose intersticial e
perivascular ndo apenas no ventriculo esquerdo hipertrofiado, mas também

no ventriculo direito ndo hipertrofiado. Este estudo é consistente com os de
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Yu et al. (1998) e Takeda et al. (2000) que constataram fibrose intersticial e
perivascular no ventriculo esquerdo de ratos Wistar-Kyoto apds sobrecarga
de sal por oito semanas, respectivamente, na racdo e na agua de beber.
Estes estudos sugerem que a sobrecarga de sal pode aumentar a produgao
de alguns fatores no ventriculo, tais como fator transformador de
crescimento TGF-B (Yu et al., 1998) e aldosterona (Takeda et al., 2000), que
podem induzir a resposta fibrética.

Os mecanismos responsaveis pela hipertrofia cardiaca decorrente
do elevado consumo de sal ainda sao indefinidos. Uma possivel
explicagao é o efeito do sal sobre 0 SRA. Nestes modelos experimentais
de sobrecarga de sal na dieta ndo foi detectado aumento da atividade de
renina plasmatica, sugerindo que o sistema renina-angiotensina circulante
pode nao estar envolvido no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
(Lal et al., 2003; Yu et al., 1998, Takeda et al., 2000). Entretanto, existem
evidéncias de que todos os componentes do sistema renina-angiotensina
(angiotensinogénio, renina, enzima conversora de angiotensina e receptores
de angiotensina Il) necessarios para a biossintese e agdao da angiotensina Il
estdo presentes no coracao (Baker et al., 1992; Lindpainter e Ganten, 1991;
Dzau, 1987) e que ocorre formagao deste peptideo no tecido cardiaco
(Re, 2003; De Mello et al., 2000). Estes componentes estdo distribuidos em
cardiomiocitos, fibroblastos e em endotélio e musculo liso vascular de
artérias e veias coronarias (Dostal e Baker, 1999).

Angiotensina Il, principal efetor do SRA, é conhecida por sua acao

vasoconstritora, mas lhe foi atribuida outras funcdes. Atualmente é considerada
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uma citocina pro-inflamatéria que estimula a liberacao de outras citocinas
(Gray et al., 1998), aumenta a geracao de espécies reativas de oxigénio
(Chen et al., 2006) e estimula a proliferagéo celular (Schorb et al., 1993).
Um conjunto de evidéncias sugere que a angiotensina Il agindo via receptor
ATy é um potente estimulador de hipertrofia ventricular esquerda
(Yamazaki et al., 1996), aumentando a produgdo de uma variedade de
proteinas que estdo relacionadas com a hipertrofia cardiaca (Miyata e
Haneda, 1994). A hipertrofia estimulada por angiotensina Il via receptor AT
também tem sido observada em cultura de miocitos de ratos neonatais, onde
a angiotensina Il induz a expressao de genes (c-fos, c-jun, c-myc) e aumento
da expressao de fatores de crescimento, tais como TGF-B (Sadoshima e
lzumo, 1993).

A angiotensina Il também pode se ligar e ativar outro receptor
conhecido como AT,. Os efeitos desencadeados por este receptor ainda é
motivo de controvérsia. Alguns estudos acreditam que este receptor possui
propriedades anti-proliferativas e, portanto, opostos aquele observado pelo
receptor AT; (Xu et al.,, 2002). Por outro lado, evidéncias da literatura
sugerem que a estimulagdo do receptor AT, tem efeitos fibréticos e
hipertréficos (D'Amore et al., 2005; Senbonmatsu et al., 2000).

Além da via classica do SRA, foram descritas no tecido cardiaco vias
alternativas para a sintese de angiotensina Il. Um importante componente
desta via alternativa € uma enzima denominada quimase, capaz de clivar a
angiotensina | em angiotensina Il. Esta enzima é encontrada no intersticio do

miocardio ventricular e a sua localizacado esta provavelmente relacionada a
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presenca local de mastdcitos (Urata et al., 1990; Urata et al., 1993). Outro
componente conhecido desta via alternativa do SRA e que tem recebido
muita atencao € a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA;). No coracgao
a ECA; cliva a angiotensina | gerando o peptideo angiotensina 1-9, que pode
posteriormente ser convertido em angiotensina 1-7. Por outro lado, a ECA;
pode também clivar diretamente a angiotensina |l para gerar angiotensina 1-
7. Numerosos estudos tém verificado que a angiotensina 1-7, através da sua
ligacdo com o receptor Mas, tém efeitos anti-proliferativos e cardioprotetores,
ou seja, contrarios aqueles observados pela angiotensina |l ao se ligar ao
receptor AT4. Um possivel mecanismo para este efeito antagdnico da
angiotensina 1-7 seria a inibicao da atividade de proteinas da familia MAPKs
(p38 mitogen-activated protein kinase) envolvidas na hipertrofia de
cardiomidcitos (Raizada e Ferreira 2007).

Conforme exposto nesta introdugao, varias sao as evidéncias de que
0 excesso de sal na dieta € um importante determinante de hipertrofia
cardiaca, e esta propriedade do sal parece ser independente de seus efeitos
sobre a pressao arterial. No entanto, os mecanismos associados com as
mudancgas estruturais do miocardio, induzido pelo consumo excessivo de sal

€ um tema pouco estudado.



2 OBJETIVOS

Diante dos indicios de que o consumo elevado de sal na dieta induz

hipertrofia cardiaca, os objetivos deste estudo foram:

1. Verificar se a hipertrofia cardiaca, em resposta ao consumo elevado de
sal na dieta, é decorrente do crescimento hipertrofico do cardiomidcito

e/ ou aumento do tecido conjuntivo intersticial.

2. Avaliar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da hipertrofia

cardiaca induzido pela sobrecarga cronica de sal na dieta.

3.  Verificar se o efeito tréfico do sal sobre o miocardio é independente do

aumento da pressao arterial.



3 METODOS

Os experimentos realizados neste projeto de pesquisa estdo de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal e foram
previamente aprovados pela Comissdo de Etica para Analises de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq - do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, FM-USP

(Protocolo n°® 147/05).

3.1 Animais e dietas

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizados ratos Wistar
machos recém-desmamados (3 semanas de idade) provenientes do Biotério
Central da FM-USP.

Ao chegarem ao biotério deste laboratério os ratos passaram por um
periodo de adaptacdo de 3 dias. Apds este periodo os animais foram
divididos em 5 grupos (Figura 2) de acordo com a dieta (Harlan Tekad;

Wisconsin, EUA) e tratamento farmacologico:
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Dieta normossédica (NR, n=14): 1,27% de NaCl + 25% de proteinas
Dieta hipersédica 1 4% de NaCl + 25% de proteinas
Dieta hipersédica 2 (HR2, n=15): 7,94% de NaCl + 25% de proteinas
Dieta hipersédica 2 + cloridrato de hidralazina (HR2+HZ, n=15)

Dieta hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS, n=15)

Os grupos de animais foram acondicionados em gaiolas de plastico
(40x33cm) com 4 animais por gaiola e mantidos em ambiente a 25° C, com
ciclos claro-escuro fixos de 12/12 horas.

O fornecimento de racédo e de agua potavel foi ad libitum durante o

periodo deste estudo.

3.2 Protocolo experimental

O peso corporal dos animais foi avaliado semanalmente da 32 até a
182 semana de vida. Na 62 semana de idade foi realizada a primeira medida
da pressao arterial caudal e a partir da 72 semana, a pressao arterial foi
medida quinzenalmente até a 182 semana. Apds este periodo, os ratos
foram transferidos para gaiola metabdlica e durante trés dias consecutivos
foram avaliados o consumo de ragao, ingestao hidrica e coleta de urina para
dosagem de sdédio. Ao final, estes animais foram eutanasiados para coleta
de sangue e tecidos e as seguintes variaveis foram analisadas: hematdcrito,

atividade de renina plasmatica, aldosterona sérica, medida da massa
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ventricular esquerda e direita, diametro transverso do cardiomidcito, grau de
fibrose miocardica e expressao génica e protéica do colageno | e Ill, TGF-

e dos componentes do SRA.

3.3 Efeito dos farmacos

Com 7 semanas de idade os ratos alimentados com dieta HR2 foram
subdivididos em grupos de acordo com o tratamento farmacoldgico

administrado: HR2+HZ ou HR2+LOS.

3.3.1 Cloridrato de hidralazina

Este medicamento foi utilizado no intuito de dissociar o efeito direto do
sal do aumento da pressao arterial no grupo HR2. O cloridrato de hidralazina
produz vasodilatacdo periférica em razdo de sua acao direta sobre as
paredes dos vasos sanguineos, reduzindo desta forma, a pressao arterial
elevada. Esta medicacao foi administrada na concentracdo de 15 mg/kg/dia
na agua de beber no grupo de ratos HR2+HZ a partir da 7% semana de idade
até 182 semana, quando eles foram sacrificados.

OBS.: Apesar de seguir as doses preconizadas na literatura para o uso da
hidralazina em ratos (Grimm et al., 1998), foi necessario o ajuste desta dose.
Inicialmente, em um grupo piloto, a hidralazina foi administrada na

concentracdo de 20 mg/kg/dia no grupo HR2+HZ, o qual apresentou uma
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queda acentuada da pressao arterial. E logo nos primeiros dias, para
continuar o tratamento, a concentracao foi reduzida para 15 mg/kg/dia com o

objetivo de igualar a pressao do grupo HR2+HZ ao grupo NR (Controle).

3.3.2 Losartan

O objetivo deste protocolo foi avaliar se o tratamento com losartan
previne a hipertrofia cardiaca induzida pela sobrecarga de sal.

O losartan € um antagonista do receptor AT4. Esta medicacao foi
administrada na concentracdo de 20 mg/kg/dia na agua de beber no grupo

de ratos HR2+LOS a partir da 7% semana de idade até 182 semana.

ECO
3a 6a 7a 16a 18a semana

de idade

- HR2+HZ —_— s
Sacrificio
T_ _‘
Pressdo arterial
Peso corpodreo

L

Figura 2. Representagcdo esquematica dos grupos normossaodico,
hipersédico 1, hipersodico 2, hipersddico 2 + hidralazina e hipersodico 2 +
losartan
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3.4 Evolugao ponderal

Os ratos foram pesados semanalmente a partir do dia em que

chegaram ao biotério com 3 semanas de idade até 18 semanas de idade.

3.5 Pressao arterial caudal

A presséo arterial caudal (PAc) foi medida pelo método oscilométrico
e os valores obtidos correspondem a pressao arterial sistolica. Para tal
medida, os ratos foram colocados em sala apropriada no periodo da manha.
A pressao caudal foi medida por meio de um equipamento acoplado a um
transdutor de pressdo (RTBP 2000 - Kent Scientific Corporation;
Connecticut, EUA), o qual fornece um sinal analdgico. Este sinal analdgico
foi digitalizado e registrado por um sistema computadorizado de aquisicéo e
analise dos dados utilizando o programa DASYLab 7.0 (DASYTec, National
Instruments Company; New Hampshire, EUA). A primeira aferigdo da PAc de
cada animal foi realizada na 6 semana de idade. A partir da 7° até a 18°
semana de idade a PAc foi verificada quinzenalmente (Anexo 1).
As medidas foram realizadas com os animais acordados e foram
consideradas apenas aquelas obtidas em condicdo de auséncia de

movimentacido do animal.
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3.6 Avaliacdao do consumo de ragao, ingestao hidrica e

coleta de urina para dosagem de sédio urinario

Cada animal com 18 semanas de idade, previamente pesados, foi
transferido da gaiola de plastico para gaiola metabdlica de policarbonato
(modelo 650-0100, Nalgene Brand Products; New York, EUA). Foi oferecida
uma quantidade conhecida de dieta NR, HR1 ou HR2 (50 g/dia/gaiola) e
agua (100 mL/dia/gaiola). Durante trés dias e no mesmo horario, foi pesado
0 que sobrava da ragao fornecida, quantificado a ingest&o hidrica e o volume
urinario. A amostra de urina dos animais coletada foi armazenada em freezer
—20°C para dosagem da concentragao de sodio (Anexo 2).

Para a dosagem de sodio urinario as amostras foram coletas apés um
periodo de um dia de adaptacdo dos animais na gaiola metabdlica. Foram
coletadas amostras de urina de 24 horas de todos os grupos de dieta.

O sédio urinario foi determinado utilizando o espectrofotémetro de

chama (modelo FC 280, CELM; Sao Paulo, BR).

3.7 Hematocrito

O hematdcrito foi avaliado na 182 semana de vida. Para isto, foi

utilizado um tubo capilar de micro-hematécrito heparinizado. Este tubo foi

preenchido com sangue por capilaridade. Apds isto, uma das extremidades
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do capilar foi selada com massa de modelar. O capilar foi colocado na
centrifuga de micro-hematécrito e centrifugado por 15 minutos a 5000 g. Em

seguida foi realizada a leitura dos hematdocritos.

3.8 Determinagoes bioquimicas

3.8.1 Atividade de renina plasmatica e aldosterona sérica

Na 182 semana de idade os animais foram eutanasiados por
guilhotina e o sangue foi coletado para dosagem da atividade de renina
plasmatica e aldosterona sérica.

A atividade de renina plasmatica foi determinada pelo método de

125

radioimunoensaio utilizando o kit comercial GammaCoat [“°] da marca

DiaSorin (Minnesota, EUA).

A aldosterona foi determinada pelo método de radioimunoensaio
utiizando o kit comercial DSL-8600 da marca Diagnostic Systems

Laboratories Inc. (Texas, EUA).
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3.9 Coleta de tecidos

Ao completaram 18 semanas de vida, os animais foram anestesiados
com pentobarbital sodico, aplicada por via intraperitoneal, (Cristalia; Sao Paulo,
BR) e o coragéo foi perfundido pelo ventriculo esquerdo ordenadamente pelas
seguintes solugdes: solugao fisioldgica (para retirada de células sanguineas dos
vasos do coragao), cloreto de potassio 14 mM (para induzir a despolarizagéo
concomitante das fibras cardiacas), solugao fisiologica (para retirada do cloreto
de potassio) e Dubosg-Brasil (para a fixagdo do tecido). Apds a perfuséo, o
coragao foi retirado e os ventriculos foram pesados, seccionados em corte
transversal e incluidos em parafina para analise histolégica.

Para realizacdo do Western blot e RT-PCR os animais foram
eutanasiados por guilhotina. Apds isto, cada animal foi colocado sobre o gelo
para a retirada dos ventriculos, o qual foi colocado em nitrogénio liquido e

posteriormente armazenado em freezer -70°C.

3.10 Ecocardiograma

O ecocardiograma foi realizado na 16° semana de idade. Para a
realizacdo do exame os animais foram anestesiados com 50 mg/kg de
cetamina (Ketamin, Cristalia; Sdo Paulo, BR) associado com 5 mg/kg de
xilazina (Rompun, Bayer; Sado Paulo, BR), aplicada por via intraperitoneal,

para tricotomia da face anterior do térax.
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Os animais foram colocados em decubito lateral e um transdutor
multifrequencial de 10 a 14 MHz foi posicionado no térax do animal. As
imagens foram obtidas em modo-M, gravadas em uma fita de video e
posteriormente analisadas por um unico observador que desconhecia o
grupo de origem do animal.

O estudo ecocardiografico em repouso constou de:

1. Medida da espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo

na diastole (PPVEDIA),

2. Medida da espessura do septo interventricular na diastole

(SIVDIA)

3. Medida do didmetro diastodlico do ventriculo esquerdo (DDVE).

3.11 Medida da massa ventricular esquerda, diametro

transverso do cardiomiocito e grau de fibrose miocardica

3.11.1 Preparacgao do tecido cardiaco para analises histolégicas

3.11.1.1 Processo de parafinizagao do tecido cardiaco

Para realizacdo do processo de parafinizacéo, o coragao foi retirado da
solucdo de formol 10% e tampao fosfato e foi colocado em caixeta perfurada e
identificada, para inclusdo do tecido. Este processo de incluséo foi realizado
pelo processador automatico de tecido “histokinette” (Jung-Histokinette 2000

Leica; Nussloch, DE) por um periodo de 14 horas, descrito a seguir.
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O processo de inclusao iniciou pela desidratacdao, com alcoois em
concentragdes progressivas [alcool 50% (1 vez), alcool 70% (1 vez), alcool
96% (2 vezes), alcool absoluto (2 vezes)], seguida da diafanizagéo [alcool
absoluto + xilol (v/v)] e xilol (3 vezes) Em seguida, os tecidos foram imersos
em parafina fundida a 60°C. O material parafinizado foi incluido em blocos e
apos solidificagao, permaneceu em temperatura ambiente.

Antes de ser cortado, o tecido cardiaco incluso nos blocos de parafina
permaneceu por 30 minutos a -20°C. Os blocos foram cortados em
micrétomo (Reichert Yung Supercut 2065 Leica; Nussloch, DE) com
navalhas descartaveis com espessura de 3 a 4 um e aderidos em laminas
previamente revestidas por gelatina a 2% (Sigma Chemical Co; Missouri,
EUA). As laminas com os cortes permaneceram na estufa (Fabbe-Primar;
Séo Paulo, BR) a 60°C por 2 horas e em seguida foram armazenadas em

temperatura de 4°C.

3.11.1.2 Processo de gelatinizagao de laminas

Para o preparo da gelatina, que serve de revestimento para as
laminas, foram adicionadas 2,5 g de gelatina purificada tipo A em 500 mL de
agua destilada a 50°C e misturadas até dissolugdo. Quando esta solugao
atingiu 30°C foi adicionado 0,25 g de sulfato de potassio crémico (Sigma
Chemical Co; Missouri, EUA) e foi filtrando em papel filtro grosso. O

resfriamento foi em temperatura ambiente.
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As laminas previamente lavadas em solugao de alcool/éter (1:1) foram
mergulhadas por alguns segundos na solugdo de gelatina, em seguida
permaneceram no suporte inclinado sobre um papel toalha permitindo a
retirada de excesso da solucdo de gelatina. Posteriormente foram

acondicionadas em caixas a temperatura de 4°C.

3.11.1.3 Desparafinizagao para coloragao histolégica

Para a realizagdo das coloragdes histologicas, as laminas passaram
por um processo de desparafinizagcao, ou seja, permaneceram 9 minutos em
xilol por 2 vezes. Em seguida, as laminas foram desidratadas, por meio de
banho de etanol puro (2 vezes) (Merck; Darmstadt, DE), etanol 96% e etanol
70%. Para finalizar este processo, as laminas foram imersas em agua

destilada e processadas para as coloragdes histologicas.

3.11.1.4 Coloragao com acido Periédico de Schiff (PAS)

Apods o processo de desparafinizagao, diafanizacdo e hidratacao, as
lAminas foram lavadas em agua destilada e permaneceram no acido periodico
1% durante 10 minutos. Apds isto, as laminas foram lavadas em agua
destilada. As laminas foram coradas pelo reativo de Schiff durante 45 minutos,
em ambiente escuro e lavadas em agua corrente durante 10 a 15 minutos.
A contra-coloragéo foi realizada com hematoxilina de Harris (preparada no
laboratério) por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua

corrente e montadas com laminulas com o meio permanente, Permount.
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Para o preparo do reagente de Schiff, foi adicionado 1 g de fuccina
diamante em 200 mL de agua destilada fervente. Quando a temperatura
atingiu 50°C, esta solugao foi filtrada em papel de filtro fino e foram
acrescidos 30 mL de acido cloridrico. Apdos atingir a temperatura ambiente,
foram adicionadas 9 g de metabissulfito de sédio anidro a solugéo que ficou
em ambiente escuro durante 48 horas. Apds este periodo, a solugao adquiriu
coloragao amarelo-palha. Foi entdo adicionada 1 g de carvao ativo de Norita
e logo foi filtrada com bomba a vacuo, para a solugdo adquirir assim, uma
cor transparente.

A hematoxilina de Harris foi preparada dissolvendo-se em 1000 mL de
agua destilada fervente, 100 g de sulfato dodecahidrato (alumen) de
alumineo e amoénio. Em paralelo, foram dissolvidas 5 g de hematoxilina em
alcool quente. Logo em seguida, estas duas solugdes foram misturadas e
fervidas rapidamente adicionando-se 2,5 g de 6xido de mercurio vermelho
até atingir a cor purpura-escuro. Para finalizar, este corante foi filtrado.

As laminas coradas com acido periodico de Schiff (PAS) foram
utilizadas para medir o didametro transverso dos miocitos. Apds a coloragao,
as laminas foram analisadas utilizando-se um microscépio (Nikon
Corporation; Tokyo, JP) acoplado a um monitor de video com uma régua
transparente milimetrada sobre a tela, onde um milimetro de régua equivale
a sete nandbmetros de tecido. Foram analisadas aproximadamente 40 fibras,
sempre na altura do nucleo. Esta medida foi realizada sob o aumento de

400X e em campos aleatorios.
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3.11.1.5 Coloragao com tricromio de Masson

Apods o processo de desparafinizagao, diafanizacdo e hidratacao, as
ldminas foram imersas em uma solugdo de hematoxilina de Harris durante 5
minutos. Em seguida, foram lavadas rapidamente em agua corrente,
permanecendo no escarlate de Briebrich (corante) durante 5 minutos e
novamente lavadas em agua corrente. Em seguida, as laminas foram
submersas com o diferenciador de Masson (preparado no laboratério) durante
5 minutos, seguido de uma solugédo de anilina a 5%, durante 5 minutos e,
posteriormente, lavadas em agua corrente. O proximo passo foi a lavagem
das laminas em agua acética a 1% para fixagdo da anilina seguida da
desidratagao, diafanizagdo e foram montadas em meio permanente Permount.

Para preparar o diferenciador de Masson, foram adicionadas 5 g do
acido fosfomolibdico a 5 g do acido fosfotungstico em 200 mL de agua
destilada misturando-se em um agitador magnético. Depois de pronta, a
solucéo foi filtrada em papel filtro com 6 um de espessura.

A solugdo de anilina foi preparada dissolvendo-se 3 g de azul de
anilina em 100 mL de agua destilada acrescendo-se 2 mL de acido acético
glacial. Este corante foi misturado em agitador magnético por alguns minutos
e depois filtrado.

A coloragao de tricromio Masson foi utilizada para analisar o grau de
fibrose no intersticio cardiaco, sendo determinada pela técnica de contagem
de pontos. Esta técnica consiste em um sistema de microscépio (Nikon
Corporation; Tokyo, JP) acoplado a um monitor de video cuja imagem é

preenchida por 160 pontos uniformemente distribuidos. Foram contados os
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pontos que correspondem a area ocupada pela fibrose. Todo o ventriculo
esquerdo foi analisado sob um aumento de 200X. Os resultados foram

apresentados em porcentagem de area ocupada pela fibrose.

3.12 Avaliacao da ligacao do anticorpo que reconhece a
conformacao ativada dos receptores AT, e AT, no

ventriculo esquerdo e direito

Apos a estufa atingir a temperatura de 60°C, as laminas ficaram
incubadas por 30 minutos. Ao término do tempo, sem deixar esfriar, as
ldminas foram incubadas trés vezes no xilol durante nove minutos cada,
duas vezes no alcool absoluto durante cinco minutos, duas vezes no alcool
96% durante trés minutos e sendo lavada em agua destilada por trés vezes,
obedecendo a ordem descrita acima. Em seguida as laminas foram
incubadas com solugdo de bloqueio (BSA 1% + sacarose 5% diluido em
solugdo tampao PBS), por 3 horas. O BSA foi utilizado para bloquear as
ligagdes inespecificas e a sacarose para manter a conformagéo do receptor.
Apos este procedimento, os cortes foram incubados com anticorpo policlonal
com conformagé&o especifica anti-AT4 e anti-AT,, conjulgado com flourofilos
DY-682 (vermelho, AT¢) e DY-800 (verde, AT,) (Proteimax, Biotecnologia
Ltda; Cotia, BR), na diluigdo de 1:4000 por 1 hora em camara umida e

escura. Apos esse periodo os cortes foram lavados trés vezes com solugao
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tampao PBS durante vinte minutos cada. Em seguida as laminas foram
secadas e fotografadas utilizando Odyssey software.

As quantificagcbes dos cortes foram feitas através do programa
Odyssey Infrared Imaging System (Li-cor- Biosciences; Nebraska, EUA). Os
resultados foram analisados comparando a média da intensidade dos cortes

obtidas entre os diferentes grupos de dieta e tratamento estudados.

3.13 Avaliacao da expressao génica do SRA, TGF-# e

colageno lli

3.13.1 Extracao de RNA total do ventriculo esquerdo e direito

Foi realizada a extragao de RNA total de 4 a 10 amostras por vez para
evitar erros durante a manipulagdo do material e a degradacdo do RNA
durante o descongelamento das amostras. Os tecidos armazenados em
freezer — 70°C foram pesados (balanga AL200; Marte, BR) e colocados em
tubo de ensaio de plastico estéril. Foi acrescentado 2 mL de Trizol para cada
100 mg de tecido e homogeneizados em aparelho Ultra-Turrax (T-25, IKA
Works Inc.; North Carolina, EUA).

Foi transferido 1 mL da amostra homogeneizada para um tubo de 2,0
mL, livre de RNase e DNase, e foi incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente para completa dissociagdao dos complexos nucleoprotéicos. Este

homogenato foi centrifugado a 12.000x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida,
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o sobrenadante foi transferido para outro tubo Eppendorff e foram
adicionados 200 pL de cloroférmio para separagédo da amostra em fase
organica e inorganica. Esta solucéo foi agitada no vortex e incubada a
temperatura ambiente por 2 minutos e a seguir foi centrifugada por
15 minutos, 4°C a 12.000x g. A fase incolor da solugéao foi transferida para
outro tubo ao qual foram acrescentados 500 puL alcool isopropilico. A mistura
foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugada por 10 minutos, a 4°C a 12.000x g. Ap6s a centrifugagao, o
sobrenadante foi desprezado por inversao do tubo e o pellet formado no
fundo do tubo foi lavado com 1 mL de etanol 75% gelado. Novamente o
material foi centrifugado (12.000x g, 5 min, 4°C) e o sobrenadante
desprezado. O pellet foi ressuspendido com 100 uL de agua DEPC
(dietilpirocarbonato) e esta solugao foi incubada em banho seco a 65°C por
10 minutos. As amostras foram armazenadas em freezer —70 °C.

A quantificacdo do RNA foi realizada através de leituras a 260 mm e
280 nm em espectrofotdbmetro (Hitachi, model U-1100; Tokyo, JP). Para isso,
tubo livre de RNase e DNase com 5 ulL de amostra e 995 uL de agua Milli-Q
autoclavada foi incubado em banho seco a 65°C por 10 minutos. Uma
unidade de densidade Optica, lida com comprimento de onda de 260 nm,
equivale a 40 ug/mL de RNA total.

Para o calculo da pureza do RNA, a leitura a 260 nm, que detecta
RNA, foi dividida pela leitura a 280 mm, que detecta proteina. Foram

considerados apenas as amostras cujo valor estava entre 1,8 a 2,2
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(aceitavel). Eletroforese em gel de agarose a 1% foi feita para verificar

visualmente a integridade das bandas 28S e 18S do RNA.

3.13.2 Reacgao de transcriptase reversa (RT)

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi feita através da reacao de
transcriptase reversa utilizando-se a enzima transcriptase reversa ImProm Il
(Promega). O protocolo para a sintese de cDNA foi dividido em trés fases;
sendo a primeira a fase de desnaturagdo, onde 1 pug de RNA total foi
colocado em tubo livre de RNase e DNase e foi adicionado a este 1 uL de
oligo deoxirribonucleotideo T(dT) a 150 mg/mL, apds isto foi entéo
completado o volume com 4 uL de agua DEPC. Os tubos foram colocados
em termociclador (PTC-200, Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Inc;
Pennsylvania, EUA) e incubados a 70°C por 5 minutos.

Para a segunda fase, chamada fase de anelamento, foi preparado um
volume de uma solugdo (“mix”) em fungdo do numero de amostras. Esta
solugéo é constituida por 4 uL tampao de reagao 5X + 1 uL dNTP mix (10 mM)
+ 2,4 uL MgCl; (25 mM) + 6,6 uL agua Milli-Q autoclavada e 1 uL Improm II.
Para cada amostra foi adicionado 15 puL desta solugdo. Apds a adigéo da
solucdo, as amostras foram levadas ao termociclador utilizando um
programa de 25°C por 5 minutos e depois 60 minutos a 42°C. Na ultima fase
ocorreu a inativagao da transcriptase reversa por aquecimento a 70°C por 15

minutos. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.
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3.13.3 Reacao de polimerase em cadeia (PCR)

Uma aliquota de 1 ul de cDNA foi transferido para tubo livre de RNase
e DNase onde foi feita a reagdo de PCR. Foi preparado uma solu¢ao de
reagao contendo, para cada tubo, 2,5 uL tampao PCR 10X + 0,75 uL MgCl,
(50 mM) + 0,5 uL ANTP (10 mM) + 3 uL “primer” de amplificagao | (5 pMol) +
3 uL “primer” de amplificagéo Il (5 pMol) + 0,4 uL de Taq polimerase + 2,5 uL
DMSO + 11,35 uL agua Milli-Q. A solugao foi homogeneizada em vortex e
para cada tubo contendo amostra de cDNA foi adicionado 24 uL desta
solugdo e levado ao termociclador. O produto da reacao foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. As
bandas foram semi-quantificadas usando um software de analise de imagem
(Alpha Imager™ 1220 version 5.5; Alpha Innotech Corporation; California,
EUA) e o resultado da expressao génica foi determinada pela razao entre a
intensidade densitométrica do gene de interesse e a intensidade

densitométrica do gene B-actina.

O quadro a seguir mostra as quantidades de cDNA, temperatura de
anelamento e nimero de ciclos que foram usados para fazer o PCR. E
importante ressaltar que a temperatura de anelamento € dependente do
gene (“primer”) usado e o numero de ciclos do tipo de tecido em que é

realizado o PCR.
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Gene Quantidade de Temperatura de Numero de
cDNA anelamento ciclos
B-actina 1 uL 57,8°C 35
Colageno lll 1uL 60°C 40
TGF-$ 1 ulL 54,7°C 40
AGTO 1 uL 58,2°C 35
Renina 7 uL 58°C 40
ECA 2 uL 52,8°C 35
AT, 1 uL 61,5°C 40
AT, 7 uL 60°C 40

3.14 Western blot

Pela técnica de Western blot foi quantificado nas amostras de
ventriculo esquerdo e direito de todos os grupos: a expressao protéica dos
componentes do SRA (angiotensinogénio, ECA, renina, ATi e AT)),
colageno |, lll e TGF-B. Os anticorpos anti-colageno |, anti-colageno lll, anti-
TGF-B, anti-ECA, anti-AT4 e anti-AT, foram adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology (California, EUA), os anticorpos anti-angiotensinogénio e anti-
renina form adquiridos da Fitzgerald Industries International (Massachusetts,
EUA) e anti-B-actina da Dako (California, EUA).

No dia do experimento, as amostras de tecidos foram pesadas e

depois homogeneizadas em tampao de extragao protéica (100 mM KCI, 10
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mM HEPES, 3 mM MgCl; 5 mM EDTA, 10% glicerol, 1 mM DTT, 10% SDS,
0,1 mL inibidor de proteinase [SIGMA; Missouri, EUA]). A concentragao de
proteinas foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).
Quantidades iguais de proteina para todas as amostras (100 ug) foram
misturadas a um tampao para SDS e aplicadas nos slots do gel SDS —
PAGE (so6dio dodecilsulfato poliacrilamida) 12% e submetidas a eletroforese
em cuba para mini-gel (BIO-RAD; trans-blot SD semidry transfer cell;
California, EUA). Apos este processo, as amostras contidas no gel foram
transferidas para membranas de nitrocelulose. No passo seguinte, as
membranas foram bloqueadas com leite em p6 desnatado a 5% misturados
a TBS durante a noite. Apos este procedimento, as membranas foram
lavadas com TBST e posteriormente incubadas com anticorpos primarios
durante a noite. A seguir as membranas foram lavadas com TBST e
incubadas com anticorpos secundarios ligados a peroxidase (HRP) por
2 horas. Apos isto, foi adicionado sobre as membranas o substrato
quimioluminescente ECL (Amersham Biosciences; Buckinghamshire, UK) e
entdo expostas ao fiime de raio-X (Agfa, Argentina ou Amershan.
Biosciences; Buckinghamshire, UK). As quantificagdes densitométricas das
bandas foram feitas através do programa Scion image for Windows (Scion
Corporation; Maryland, EUA). Os resultados da expressao protéica foram
determinados pela razdo entre a intensidade da banda de interesse e a

intensidade da banda da B-actina.
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3.15 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média.
As médias dos diversos grupos foram comparadas utilizando analise de
variancia de um fator (one-way ANOVA) com pos-teste de Newman-Keuls.
Também foi utilizada a analise de varidncia de dois fatores (two way-
ANOVA) para avaliagao da evolugéo ponderal dos grupos estudados. Erro a
menor do que 5% foi estabelecido para aceitar diferengas como sendo

significantes.



4 RESULTADOS

41 Evolucao Ponderal

O peso corporeo no desmame foi semelhante entre os quatro
grupos de dieta estudados (NR= 58,71+7,36, n= 14; HR1= 48,81+4,03,
n= 16; HR2= 51,75+3,67, n=15; HR2+HZ= 52,44+3,37, n= 15;
HR2+LOS= 58,0+1,55g, n= 15). Este perfil no peso corporal foi mantido até
0s animais completarem 12 semanas de idade (NR= 441,10+12,81, n= 14,
HR1= 442,80+10,93, n= 16; HR2= 388,50+7,84, n=15;
HR2+HZ= 378,10+11,50, n=15; HR2+LOS=451,5t11,15g, n=15).
No entanto, a partir da 132 semana de idade, o peso corpéreo dos animais
do grupo HR2, que foram alimentados desde o desmame com dieta
hipersédica 2, e do grupo HR2+HZ, que foram alimentados desde o
desmame com dieta hipersddica 2 e que passaram a receber hidralazina a
partir da 7% semana de vida foi menor (p<0,05) quando comparado com os
animais dos grupos NR, HR1 e HR2+LOS. O menor peso corporeo,
observado nos animais do grupo HR2 e HR2+HZ, foi mantido até a 182

semana de idade. Da 32 semana até a 182 semana de idade ndo foi
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observada diferenca de peso corpéreo entre os grupos HR2 e HR2+HZ.

Estes resultados estdo demonstrados na Tabela 1 e Figura 3.

4.2 Consumo de racao, ingestao hidrica e volume urinario

Estas verificagbes foram realizadas durante trés dias consecutivos na
182 semana de idade dos ratos mantidos em gaiolas metabdlicas individuais.

O consumo de ragao observada durante os trés dias consecutivos foi
maior (p<0,05) nos animais dos grupos HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS
quando comparado com os animais do grupo NR. Nao houve diferenga no
consumo médio de ragao entre os grupos HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS
(Tabela 1 e Figura 4).

A ingestao hidrica e o volume urinario foram maiores (p<0,05) nos
animais do grupo HR2, HR2+HZ e HR2+LOS quando comparado com os
animais dos grupos NR e HR1. A ingestdo hidrica e o volume urinario
também foram maiores (p<0,05) nos animais dos grupos HR1 quando

comparado ao grupo NR (Tabela 1 e Figuras 5A e 5B).

4.3 Pressao arterial caudal e frequéncia cardiaca

Em um estudo anterior realizado pelo nosso laboratério, foi observado

que 0s animais que receberam sobrecarga de sal na dieta, desde o
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desmame até 72% semana de idade, apresentaram maior presséo arterial a
partir da 7% semana de vida (da Costa Lima et al., 1995). Com base neste
estudo, no presente trabalho a primeira afericao da pressao arterial caudal,
dos grupos NR, HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS foi realizada na 6° semana
de idade. A partir da 72 semana de idade a afericao da pressao arterial
caudal foi realizada quinzenalmente.

Como pode ser observada na Figura 9, a pressao arterial caudal,
medida na 62 semana de idade, nao foi diferente (p>0,05) entre os cinco
grupos estudados (NR, HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS). A partir da
72 semana de idade a pressao arterial caudal foi maior (p<0,05) nos grupos
HR2 e HR1 quando comparado com o grupo NR, HR2+HZ e HR2+LOS.
A PAc também foi maior (p<0,05) nos animais do grupo HR2 quando
comparado com os animais do grupo HR1 desde a 72 semana de idade, no
entanto, na 182 semana de idade nao foi observada diferenca (p>0,05) entre
os dois grupos. A PAc dos animais que receberam hidralazina ou losartan
nao diferiu (p>0,05) do grupo NR (Tabela 1 e Figura 9A).

A freqUéncia cardiaca avaliada da 62 semana até a 182 semana de
idade nao foi diferente (p>0,05) entre os grupos NR, HR1, HR2, HR2+HZ e

HR2+LOS (Tabela 1 e Figura 9B).
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4.4 Sébdio e potassio plasmatico, excre¢ao urinaria de sédio

e hematocrito

Tanto o sédio como o potassio plasmatico nao foi diferente (p>0,05)
entre os grupos NR, HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS. No entanto, a
excrecdo urinaria de sodio de 24 horas foi maior (p<0,05) nos animais dos
grupos HR2, HR2+HZ e HR2+LOS comparado aqueles dos grupos NR e
HR1. A excregao urinaria de sodio também foi maior (p<0,05) nos animais
dos grupos HR1 comparado ao grupo NR (Tabela 1 e Figura 6A e 6B). Estes
resultados confirmam os diferentes consumos de sal na dieta dos grupos
estudados.

O hematocrito foi medido com o objetivo de verificar se houve
interferéncia das dietas ou das drogas administradas sobre a volemia dos
animais. Como pode ser observado na figura 8, ndo houve diferenga
(p>0,05) desta variavel entre os grupos NR, HR1, HR2, HR2+HZ e

HR2+LOS (Tabela 1 e Figura 8).

4.5 Atividade de renina plasmatica e aldosterona sérica

A atividade de renina plasmatica e a concentragdo de aldosterona
sérica, medida na 182 semana de idade, foram menores (p<0,05) nos animais
que receberam dieta HR1 e HR2 quando comparado com os animais que

receberam a dieta NR. Da mesma forma, os animais que receberam a dieta
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HR2 desde o desmame e que passaram a receber hidralazina ou losartan a
partir da 72 semana de idade apresentaram menor (p<0,05) atividade de
renina plasmatica e aldosterona plasmatica quando comparado com os

animais que receberam dieta NR (Tabela 3 e Figuras 10 e 11).

4.6 Ecocardiograma

A espessura da PPVEDIA e do SIVDIA foi maior (P<0,05) nos animais
do grupo HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS quando comparado com o0s
animais do grupo NR. A espessura da PPVEDIA e do SIVDIA no grupo HR2
foi maior (p<0,05) quando comparado ao grupo HR1, HR2+HZ e HR2+LOS.
Nao houve diferenca (p>0,05) destas variaveis entre os grupos HRH1,
HR2+HZ e HR2+LOS. Além da maior espessura da PPVEDIA e SIVDIA, o
ecocardiograma revelou um menor (p<0,05) DDVE nos animais do grupo
HR2 quando comparado com os animais do grupo NR, HR1, HR2+HZ e
HR2+LOS, sugerindo um remodelamento concéntrico nos animais deste

grupo HR2 (Tabela 2 e Figuras 12A, 12B e 12C).

4.7 Massa cardiaca, ventricular esquerda e ventricular direita

Os resultados a seguir foram obtidos pela razdo do peso cardiaco

total ou dos ventriculos separados e o peso corporal do animal.
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A massa cardiaca total, a massa ventricular esquerda e a massa
ventricular direita foram maiores (p<0,05) nos animais dos grupos HR2,
HR2+HZ e HR2+LOS quando comparado com os animais do grupo NR e
HR1. A massa cardiaca total, massa ventricular esquerda e direita nao foi
diferente (p>0,05) entre os animais do grupo HR1 e do grupo NR (Tabela 2 e

Figura 14).

4.8 Diametro transverso do miocito e fibrose intersticial do

ventriculo esquerdo e direito

Além do estudo ecocardiografico e medida da massa ventricular
esquerda e direita, foi realizada a analise histologica com o intuito de
verificar se a alteragcdo morfolégica induzida pela dieta hipersodica é
decorrente de aumento no didmetro transverso do midcito e/ ou fibrose
intersticial do ventriculo esquerdo e direito.

Como pode ser observado na Figura 15A, o didametro transverso do
miocito (DTM) do ventriculo esquerdo foi maior (p<0,05) nos animais do
grupo HR1, HR2 e HR2+HZ quando comparado com os animais do grupo
NR e HR2+LOS (Tabela 4).

O DTM do ventriculo direito também foi maior (p<0.05) nos animais do
grupo HR2 e HR2+HZ comparado com os animais do grupo NR, HR1 e
HR2+LOS. N&o houve diferenca (p>0,05) do DTM do ventriculo direito entre

os animais do grupo NR, HR1 e HR2+LOS (Tabela 4 e Figura 15B).
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A fibrose intersticial do ventriculo esquerdo e direito foi maior (p<0,05)
nos animais do grupo HR1, HR2 e HR2+LOS em comparagao aqueles do
grupo NR e HR2+HZ. Nao houve diferenga (p>0,05) entre os animais do
grupo NR e HR2+HZ (Tabela 4 e Figuras 16A e 16B).

Como pode ser observado nas Figuras 17 e 18, apesar do losartan
prevenir o aumento do diametro transverso do miécito, o losartan nao foi
eficaz em prevenir a fibrose intersticial neste modelo de sobrecarga de sal.

As figuras 17 e 18 ilustram exemplos representativos do didmetro
transverso do midcito e da fibrose intersticial do ventriculo esquerdo e

direito.

4.9 Expressao génica do angiotensinogénio, renina, ECA,

AT1 e ATz

A expressao génica do angiotensinogénio, da renina, ECA, do
receptor AT4 e AT, no ventriculo esquerdo e direito foram avaliados na 182
semana de idade dos animais do grupo NR, HR1, HR2, HR2+HZ e
HR2+LOS (ANEXO 3-8).

N&do houve diferenca (p>0,05) na expressdo génica do
angiotensinogénio, da renina e da ECA no ventriculo esquerdo e direito dos
animais dos cinco grupos estudados (Tabelas 5 e 6 e Figuras 21, 22 e 23). A
expressao génica do receptor AT foi maior (p<0,05) no ventriculo esquerdo

dos animais do grupo HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS quando comparado
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com os animais do grupo NR (Figura 19). A expressao génica do receptor AT,
foi maior (p<0,05) no ventriculo esquerdo dos animais do grupo HR2, HR2+HZ
e HR2+LOS quando comparado com os animais do grupo NR (Figura 20).

Nao houve diferenga (p>0,05) estatistica nos genes angiotensinogénio,
renina, ECA, AT e AT, no ventriculo direito dos animais do grupo NR, HR1,

HR2, HR2+HZ e HR2+LOS.

4.10 Expressao protéica do angiotensinogénio, renina, ECA,

AT1 e ATz

A expressao protéica do angiotensinogénio, da renina e do receptor AT
no ventriculo esquerdo e direito foram avaliados na 182 semana de idade dos
animais do grupo NR, HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS (ANEXO 9-13).

Ndo houve diferengca (p>0,05) na expressdo protéica do
angiotensinogénio, ECA e da renina no ventriculo esquerdo e direito dos
animais dos cinco grupos estudados (Tabelas 7 e 8 e Figuras 24, 25 e 26).
A expressao protéica do receptor AT4 foi maior (p<0,05) no ventriculo
esquerdo e direito dos animais do grupo HR2 e HR2+HZ quando comparado
com os animais do grupo NR, HR1 e HR2+LOS (Figura 27). Nao houve
diferencga (p>0,05) entre os animais do grupo HR1, HR2+LOS e NR.

A expressao protéica do receptor AT, foi menor (p<0,05) no grupo
HR2+LOS quando comparado com os outros grupos. Nao houve diferenca

(p>0,05) estatistica entre os grupos NR, HR1, HR2 e HR2+HZ (Figura 28).
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4.11 Expressao protéica do colageno |, lll e TGF-B

A expressao protéica do colageno | no ventriculo esquerdo e direito foi
maior (p<0,05) nos animais do grupo HR1, HR2 e HR2+LOS quando
comparado aos animais do grupo NR, HR2+HZ. No entanto, a expressao
protéica do colageno Il foi maior (p<0,05) apenas no ventriculo esquerdo dos
animais do grupo HR1, HR2 e HR2+LOS quando comparado com os animais
do grupo NR. Estes resultados sdo consistentes com a fibrose intersticial
observada por meio da analise histologica. Nao houve diferenga (p>0,05)
entre os animais do grupo NR e HR2+HZ (Tabela 11 e Figuras 29 e 30).

A expressdo protéica do TGF-B nao foi diferente (p>0,05) no
ventriculo esquerdo e direito entre os animais do grupo NR, HR1, HR2,

HR2+HZ e HR2+LOS (Figura 31).

4.12 Avaliacao da ligagao do anticorpo que reconhece a
conformacao ativada do receptor AT; no ventriculo

esquerdo e direito

A ligagdo do anticorpo que reconhece a conformagao ativada do
receptor AT no ventriculo esquerdo e direito foi menor (p<0,05) nos grupos
HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS quando comparado com o grupo NR.
A ligacdo do anticorpo que reconhece a conformagao ativada do receptor

AT, foi ainda menor (p<0,05) no ventriculo esquerdo e direito dos animais
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que receberam dieta hipersddica 2 e losartan quando comparado com os
animais dos outros grupos (Tabela 9 e Figura 32).

A ligacdo do anticorpo que reconhece a conformacgao ativada do
receptor AT, nao foi alterada no ventriculo esquerdo e direito dos grupos
HR1 e HR2. No entanto, a ligagcdo do anticorpo no receptor AT, foi
menor  (p<0,05) no ventriculo esquerdo dos grupos HR2+HZ e
HR2+LOS quando comparado com os outros grupos. No ventriculo
direito, a ligacao do anticorpo no receptor AT, foi menor (p<0,05) apenas
no grupo HR2+LOS quando comparado com os demais grupos (Tabela 9

e Figura 33).
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Figura 3. Evolugcdo ponderal (g) de ratos Wistar alimentados com dieta
normossoédica (NR, n=14), hipersdédica 1 (HR1, n=16), hipersddica 2 (HR2,
n=15), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=15) ou hipersddica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=15) desde o desmame até a 18% semana de idade.

Os valores estdo expressos como média + erro padrao da média. *p<0,05
vs. NR, HR1 e HR2+LOS
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Figura 4. Consumo de ragdo (g) de animais alimentados com dieta
normossédica (NR, n=14), hipersdédica 1 (HR1, n=16), hipersddica 2 (HR2,
n=15), hipersodica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=15) ou hipersodica 2 +
losaratan (HR2+LOS, n=15), desde o desmame até a 18% semana de idade.
Variavel medida na 18% semana de idade. Os valores estdo expressos como
meédia * erro padrao da média. *p<0,05 vs. NR
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Figura 5. A) Ingestdo hidrica (mL/24h) e B) volume urinario (mL/24h) de
animais alimentados com dieta normossédica (NR, n=14), hipersédica 1
(HR1, n=16), hipersédica 2 (HR2, n=15), hipersddica 2 + hidralazina
(HR2+HZ, n=15) ou hipersodica 2 + losaratan (HR2+LOS, n=15) desde o
desmame até a 18 semana de idade. Variavel medida na 18% semana de
idade. Os valores estdao expressos como média + erro padrdo da média.
*p<0,05 vs. NR, #p< 0,05 vs, HR1
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Figura 6. A) Sdédio plasmatico (mEqg/L) e B) excregcdo urinaria de sodio
(mEq/24h) de ratos Wistar alimentados com dieta normossddica (NR, n=6),
hipersédica 1 (HR1, n=7), hipersddica 2 (HR2, n=7), hipersodica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=7) ou hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7)
desde o desmame até a 18% semana de idade. Variavel medida na 18°
semana de idade. Os valores obtidos estdo expressos como média % erro
padrao da média. *p<0.05 vs. NR, #p<0.05 vs. HR1
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NR HR1 HR2 HR2+HZ HR2+LOS

Figura 7. Potassio plasmatico (mEg/L) de ratos Wistar alimentados com
dieta normossodica (NR, n=5), hipersédica 1 (HR1, n=5), hipersddica 2
(HR2, n=5), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=5) ou hipersédica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=5) desde o desmame até a 18 semana de idade.
Variavel medida na 18% semana de idade. Os valores obtidos est&o
expressos como média + erro padrao da média
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Figura 8. Hematocrito (%) de ratos Wistar alimentados com dieta
normossoédica (NR, n=6), hipersédica 1 (HR1, n=7), hipersddica 2 (HR2,
n=7), hipersodica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=7) ou hipersddica 2 + losartan
(HR2+LOS, n=7) desde o desmame até a 18 semana de idade. Variavel
medida na 18% semana de idade. Os valores obtidos estédo expressos como
meédia * erro padréo da média
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Figura 9. A) Presséo arterial caudal (mmHg) e B) frequéncia cardiaca (bpm)
de ratos Wistar alimentados com dieta normossoddica (NR, n=14),
hipersédica 1 (HR1, n=16), hipersddica 2 (HR2, n=15), hipersédica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=15) ou hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS, n=15)
desde o desmame até a 18% semana de idade. Variavel medida
quinzenalmente da 6% até a 182 semana de idade. Os valores obtidos estdo
expressos como média + erro padrao da média. *p<0,05 vs. NR, HR2+HZ e
HR2+LOS; #p< 0,05 vs, NR, HR1, HR2+HZ e HR2+LOS
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Figura 10. Atividade de renina plasmatica (ng/mL/h) de ratos Wistar
alimentados com dieta normossodica (NR, n=8), hipersodica 1 (HR1, n=8),
hipersédica 2 (HR2, n=8), hipersdédica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=8) ou
hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7) desde o desmame até a 18°
semana de idade. Variavel medida na 18% semana de idade. Os valores
obtidos estao expressos em média £ erro padrao da média. *p<0.05 vs. NR
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Figura 11. Aldosterona plasmatica (pg/mL) de ratos Wistar submetidos a
dieta normossoddica (NR, n=8), hipersédica 1 (HR1, n=8), hipersddica 2
(HR2, n=8), hipersodica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=8) ou hipersédica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=7) desde o desmame até a 18 semana de idade.
Variavel medida na 18% semana de idade. Os valores obtidos est&o
expressos em média £ erro padrao da média. *p<0.05 vs. NR
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Figura 12. A) Didmetro diastolico do ventriculo esquerdo (cm) B) Parede
posterior do ventriculo esquerdo na diastole (mm) e C) Septo interventricular
na diastole (mm) de ratos Wistar submetidos a dieta normossédica (NR,
n=6), hipersddica 1 (HR1, n=8), hipersddica 2 (HR2, n=7), hipersddica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=7) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7)
desde o desmame até a 18% semana de idade. Variavel medida por meio do
estudo ecocardiografico na 16% semana de idade. Os valores obtidos estdo
expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 vs. NR, HR1, HR2+HZ
e HR2+LOS; **p<0,05 vs. NR e #p<0,05 vs. HR1, HR2+HZ e HR+LOS
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Figura 13. Ecocardiograma de ratos submetidos a dieta normossddica (NR,
n=6), hipersodica 1 (HR1, n=8), hipersddica 2 (HR2, n=7), hipersddica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=7) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7)
desde o desmame até a 18 semana de idade
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Figura 14. A) Massa cardiaca total B) Massa ventricular esquerda e
C) Massa ventricular direita corrigida pelo peso corporeo (mg/g) de ratos
Wistar alimentados com dieta normossaddica (NR, n=6), hipersédica 1 (HR1,
n=8), hipersddica 2 (HR2, n=7), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=7) ou
hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7) desde o desmame até a 18°
semana de idade. Varidvel medida na 18% semana de idade. Os valores
obtidos estao expressos como média * erro padrdao da média. *p<0,05 vs. NR
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Figura 15. A) Didametro transverso do miécito (um) do ventriculo esquerdo e
B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta normossddica (NR,
n=6), hipersdédica 1 (HR1, n=8), hipersddica 2 (HR2, n=7) hipersédica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=7) ou hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7)
desde o desmame até a 18% semana de idade. Os valores obtidos estdo
expressos em média + erro padrao da media. *p<0,05 vs. NR e HR2+LOS
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Figura 16. A) Fibrose intersticial (%) do ventriculo esquerdo e B) ventriculo
direito de ratos Wistar submetidos a dieta normossddica (NR, n=6),
hipersédica 1 (HR1, n=8), hipersddica 2 (HR2, n=7), hipersddica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=7) ou hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7)
desde o desmame até a 18° semana de idade. Varidvel medida na 18°
semana de idade.*p<0,05 vs. NR e HR2+HZ
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HR2+HZ *

HR2+LOS

Figura 17. A) Diametro transverso do miocito (um) e B) fibrose Intersticial
(%) do ventriculo esquerdo de ratos Wistar submetidos a dieta normossodica
(NR, n=6), hipersddica 1 (HR1, n=8), hipersddica 2 (HR2, n=7), hipersddica
2 + hidralazina (HR2+HZ, n=7) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7)
desde o desmame até a 18 semana de idade
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Figura 18. A) Diametro transverso do midcito e B) fibrose Intersticial (%) do
ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta normossddica (NR,
n=6), hipersodica 1 (HR1, n=8), hipersédica 2 (HR2, n=7), hipersddica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=7) ou hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS=7) desde
o desmame até a 18® semana de idade
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Figura 19. A) Expressdo génica (unidade arbitraria - UA) do ATy no
ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta
normossoédica (NR, n=5-8), hipersédica 1 (HR1, n=6-8), hipersddica 2 (HR2,
n=6-8), hipersdédica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=5-8) ou hipersddica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=7) desde o desmame até a 18% semana de idade.
CN=Controle negativo. Variavel avaliada na 18% semana de idade. Os
valores obtidos estdo expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05
vs. NR
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Figura 20. A) Expressao génica (unidade arbitraria - UA) do AT2 no
ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta
normossoédica (NR, n=5-6), hipersédica 1 (HR1, n=4-8), hipersddica 2 (HR2,
n=6), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=6-7) ou hipersédica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=7) desde o desmame até a 18 semana de idade.
CN=Controle negativo. Variavel avaliada na 18% semana de idade. Os
valores obtidos estdo expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05
vs. NR e HR1
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Figura 21. A) Expressdo génica (unidade arbitraria - UA) do
angiotensinogénio no ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos
Wistar submetidos a dieta normossddica (NR, n=5-8), hipersddica 1 (HR1,
n=5-8), hipersodica 2 (HR2, n=6-8), hipersédica 2 + hidralazina (HR2+HZ,
n=5-8) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7) desde o desmame até a
18% semana de idade. CN=Controle negativo. Variavel avaliada na 18°
semana de idade. Os valores obtidos estdo expressos em média £ erro

padrdao da média
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Figura 22. A) Expressdo génica (unidade arbitraria - UA) da renina no
ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta
normossodica (NR, n=5-8), hipersédica 1 (HR1, n=6-8), hipersddica 2 (HR2,
n=6-8), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=5-8) ou hipersédica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=7) desde o desmame até a 18% semana de idade.
CN=Controle negativo. Variavel avaliada na 18% semana de idade. Os
valores obtidos estdo expressos em média £ erro padrao da média
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Figura 23. A) Expressdo génica (unidade arbitraria - UA) da enzima
conversora de angiotensina (ECA) no ventriculo esquerdo e B) ventriculo
direito de ratos Wistar submetidos a dieta normossddica (NR, n=5-8),
hipersddica 1 (HR1, n=6-8), hipersdédica 2 (HR2, n=6-8), hipersddica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=5) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7)
desde o desmame até a 18% semana de idade. CN=Controle negativo.
Variavel avaliada na 18% semana de idade. Os valores obtidos estdo
expressos em média + erro padrao da meédia
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Figura 24. A) Expressdo protéica (unidade arbitraria - UA) do
angiotensinogénio (AGTO) no ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de
ratos Wistar submetidos a dieta normossddica (NR, n=6-7), hipersddica 1
(HR1, n=7-8), hipersddica 2 (HR2, n=7-8), hipersodica 2 + hidralazina
(HR2+HZ, n=7-8) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS, n=5-7) desde o
desmame até a 18% semana de idade. Variavel avaliada na 18% semana de
idade. Os valores obtidos estdo expressos em média * erro padrao da média
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Figura 25. A) Expressao protéica (unidade arbitraria - UA) da renina no
ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta
normossoédica (NR, n=6-8), hipersédica 1 (HR1, n=6-8), hipersddica 2 (HR2,
n=7-8), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=7-8) ou hipersédica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=7) desde o desmame até a 18 semana de idade.
Variavel avaliada na 18% semana de idade. Os valores obtidos estdo
expressos em média + erro padrao da media
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Figura 26. A) Expressao protéica (unidade arbitraria - UA) da enzima
conversora de angiotensina (ECA) no ventriculo esquerdo e B) ventriculo
direito de ratos Wistar submetidos a dieta normossddica (NR, n=6-8),
hipersédica 1 (HR1, n=6-8), hipersddica 2 (HR2, n=6-8), hipersddica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=6-8) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS, n=7)
desde o desmame até a 18% semana de idade. Variavel avaliada na 18°
semana de idade. Os valores obtidos estdo expressos em média £ erro

padrao da média
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Figura 27. A) Expresséao protéica (unidade arbitraria - UA) do receptor AT,
no ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a
dieta normossddica (NR, n=5-7), hipersédica 1 (HR1, n=6-7), hipersédica 2
(HR2, n=6-8), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=6-8) ou hipersddica 2
+ losartan (HR2+LOS, n=6-7) desde o desmame até a 18 semana de idade.
Varidvel avaliada na 18% semana de idade. Os valores obtidos estdo
expressos em média £ erro padrdo da meédia. *p<0,05 vs. NR, HR1 e

HR2+LOS
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Figura 28. A) Expresséao protéica (unidade arbitraria - UA) do receptor AT,
no ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a
dieta normossddica (NR, n=6-7), hipersédica 1 (HR1, n=5-6), hipersédica 2
(HR2, n=5-8), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=5-8) ou hipersddica 2
+ losartan (HR2+LOS, n=5-7) desde o desmame até a 18° semana de idade.
Variavel avaliada na 18% semana de idade. Os valores obtidos est&o
expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 vs. NR, HR1, HR2 e

HR2+HZ
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Figura 29. A) Expressao protéica (unidade arbitraria - UA) do colageno | no
ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta
normossoédica (NR, n=5-7), hipersédica 1 (HR1, n=5-7), hipersddica 2 (HR2,
n=5-7), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=5-7) ou hipersédica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=5-7) desde o desmame até a 18% semana de idade.
Variavel avaliada na 18% semana de idade. Os valores obtidos est&o
expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 vs. NR e HR2+HZ



Resultados 66

A)
L]
g 2
s £ ¢ ¢ ¢
Colageno lll {(~85-110 kDa) —» — — e —
p-actina (~43 kDa) —| s Gl = G G |
1.50
8 1.25- * .
‘g 1.00
=3
= 075
&
© 0501
[e]
O 0.25-
0.00-
NR HR1  HR2 HR2+HZHR2+LOS
B)

£
Colageno lll (~95-110 kDa) -]~ ~ a2 &

p-actina (~43 kDa) — | e s st

1.50+
1.254
1.004
0.75-

0.504

Colageno lll/-actina

0.25-

0.00-
NR HR1 HR2 HR2+HZ HR2+LOS

Figura 30. A) Expresséao protéica (unidade arbitraria - UA) do colageno Il no
ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta
normossoédica (NR, n=5-7), hipersédica 1 (HR1, n=5-7), hipersédica 2 (HR2,
n=5-7), hipersédica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=5-7) ou hipersodica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=5-7) desde o desmame até a 18% semana de idade.
Varidvel avaliada na 18% semana de idade. Os valores obtidos estdo
expressos em média  erro padrao da média. *p<0,05 vs. NR e HR2+HZ
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Figura 31. A) Expresséo protéica (unidade arbitraria - UA) do TGF-$ no
ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta
normossoédica (NR, n=5-7), hipersédica 1 (HR1, n=5-7), hipersddica 2 (HR2,
n=5-7), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=5-7) ou hipersédica 2 +
losartan (HR2+LOS, n=5-7) desde o desmame até a 18% semana de idade.
Variavel avaliada na 18 semana de idade. Os valores obtidos estdo
expressos em média + erro padrao da meédia
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Figura 32. A) Avaliacdo da ligacdo do anticorpo que reconhece a
conformacgao ativada do receptor AT4 (unidade arbitraria de fluorescéncia) no
ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta
normossoédica (NR, n=6), hipersédica 1 (HR1, n=7), hipersddica 2 (HR2,
n=6), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=6) ou hipersddica 2 + losartan
(HR2+LOS, n=6) desde o desmame até a 18° semana de idade. Variavel
avaliada na 18% semana de idade. Os valores obtidos estdo expressos em
média * erro padrdo da média. *p<0,05 vs. NR; #p<0,05 vs. NR, HR1, HR2 e
HR2+HZ



Resultados 69

A)

75

50+

25-

unidade arbitraria de fluorescéncia

NR HR1 HR2  HR2+HZ HR2+LOS

B)

N
T

o
<

N
T

unidade arbitraria de fluorescéncia

o
I

NR HR2 HR2+HZ HR2+LOS

Figura 33. A) Avaliacdo da ligacdo do anticorpo que reconhece a
conformacgao ativada do receptor AT, (unidade arbitraria de fluorescéncia) no
ventriculo esquerdo e B) ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta
normossoédica (NR, n=6), hipersédica 1 (HR1, n=7), hipersodica 2 (HR2,
n=6), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ, n=6) ou hipersddica 2 + losartan
(HR2+LOS, n=6) desde o desmame até a 18 semana de idade. Variavel
avaliada na 18% semana de idade. Os valores obtidos estdo expressos em
média + erro padrdo da média. 3p<0,05 vs. NR, HR1 e HR2; #p<0,05 vs. NR,
HR1, HR2 e HR2+HZ
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Figura 34. Avaliagédo da ligagdo do anticorpo que reconhece a conformagéo
ativada do receptor AT4 e AT, (unidade arbitraria de fluorescéncia) no
ventriculo esquerdo de ratos Wistar submetidos a dieta normossddica (NR,
n=6), hipersddica 1 (HR1, n=7), hipersédica 2 (HR2, n=6), hipersddica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=6) ou hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS=6) desde
o desmame até a 18 semana de idade. Os valores obtidos estdo expressos
em média £ erro padrdo da média
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Figura 35. Avaliacdo da ligagcdo do anticorpo que reconhece a conformacéao
ativada do receptor AT, e AT, (unidade arbitraria de fluorescéncia) no
ventriculo direito de ratos Wistar submetidos a dieta normossddica (NR,
n=6), hipersodica 1 (HR1, n=7), hipersédica 2 (HR2, n=6), hipersddica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=6) ou hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS=6) desde
o desmame até a 18% semana de idade. Os valores obtidos estdo expressos
em meédia * erro padrdo da média
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Figura 36. A) Angiotensina Il (pmol/g) no ventriculo esquerdo e B) ventriculo
direito de ratos Wistar submetidos a dieta normossédica (NR, n=6),
hipersédica 1 (HR1, n=6), hipersodica 2 (HR2, n=5), hipersédica 2 +
hidralazina (HR2+HZ, n=6) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS, n=6)
desde o desmame até a 18% semana de idade. Variavel avaliada na 18°

semana de idade. Os valores obtidos estdo expressos em média £ erro

padrdo da média. p<0,05 vs. NR



Tabela 1. Peso corpéreo, consumo de ragao, ingestao hidrica, volume urinario, pressao arterial caudal (PAc), freqiéncia
cardiaca (FC), sédio urinario, sodio plasmatico, potassio plasmatico e hematocrito dos animais alimentados com dieta
normossoédica (NR), hipersodica 1 (HR1), hipersddica 2 (HR2), hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ) e hipersodica 2 +

losartan (HR2+LOS). Variaveis analisadas na 18° semana de idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n HR2+LOS n
Peso corpéreo (g) 539.4+11.3 | (14) | 527.7+13.8 | (16) | 478.5+8.1* | (15) |462.5+11.5* | (15) | 562.6+12.6 | (15)
Consumo de ragéo (g) 11.2+1.1 (14) | 17.9¢1.1° | (16) | 18.3+1.2%¢ | (15) | 18.8#1,0°° | (15) | 21.020.3"° | (15)
Ingestéo hidrica (mL) 22.3+1.7 | (14) | 35.0#44.2° | (16) | 51.3+9.1°° | (15) | 51.7+9.5>° | (15) | 56.4+4.3"¢ | (15)
Volume urinario (mL/24h) | 11.1+1.9 | (14) | 26.6+3.3° | (16) | 48.5+¢3.1°° | (15) | 52.0+1.8*° | (15) | 54.6+2.6°° | (15)
PAc (mmHg) 121.0+1.7 | (14) | 146.2+2.6° | (16) | 147.0+0.7¢ | (15) | 123.0+1.3 | (15) 120,0+1.7 | (15)
FC (b.p.m) 415.2+413.2 | (14) | 385.9+10.6 | (16) | 402.5+14.0 | (15) |400.6+13.2 | (15) | 401,0+11.1 | (15)
Sadio urinario (mEqg/24h) 2.520.2 (6) 7.4+0.8° (7) | 12.120.84°° | (7) | 12.4+0.8"° (7) 12.421.2°° | (7)
Sédio plasmatico (MEq/L) | 140.94#1.3 | (6) | 139.3%x1.2 | (7) | 142.1#1.0 | (7) | 142.3x1.7 (7) 139.1¢1.8 | (7)
Potassio plasmatico 5.7+0.3 (5) 5.4+0.2 (5) 5.6+0.2 (5) 5.50.2 (5) 5.6+0.1 (5)
Hematécrito (%) 49.7+12 | (6) | 49.6+1.0 | (7) | 475+02 | (7) | 46.6+0.4 (7) 48.4+0.5 (7)

Os resultados obtidos estdo expressos em média * erro padrao da média.
®p < 0.05vs. NR, HR1, and HR2+LOS.

®p < 0.05 vs. NR.
°p <0.05 vs. HR1.

%0 < 0.05 vs. NR, HR2+HZ, and HR2+LOS
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Tabela 2. Diametro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE), parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole (PPVEDIA)
septo interventricular na diastole (SIVDIA), massa cardiaca total (MCT), ventricular esquerda (MVE) e direita (MVD) corrigido
pelo peso corpéreo dos animais alimentados com dieta normossédica (NR), hipersédica 1 (HR1), hipersédica 2 (HR2),
hipersddica 2 + hidralazina (HR2+HZ) e hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS) desde o desmame até 182 semana de idade

sopeynsay

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n  HR2+LOS n
DDVE (cm) 0.801£0.02 (6) 0.772#0.02° (8) 0.684+0.01*® (7) 0.770£0.02° (7) 0.74120.03* (7)
PPVEDIA (mm) 0.144+0.01 (6) 0.166:0.01° (8) 0.189+0.012° (7) 0.165:0.01° (7) 0.169£0.01% (7)
SIVDIA (mm) 0.138£0.01 (6) 0.164%0.01* (8) 0.193:0.01*® (7) 0.164£0.01* (7) 0.17120.01% (7)
MCT (mg/g) 2.826+0.07 (6) 3.032:0.10 (8)  3.324+0.08* (7) 3.440:0.18% (7) 3.398+0.10° (7)
MVE (mg/g) 2.158+0.10 () 2.288+0.06 (8) 2.563+0.10° (7) 2.614#0.06° (7) 2.542+0.07° (7)
MVD (mg/g) 0.656£0.03 (6) 0.749:0.03 (8) 0.845:0.05° (7) 0.878+0.06 (7) 0880%0.03% (7)

Os resultados obtidos estdo expressos em média * erro padrao da média.
ap<0.05 vs. NR.

®p<0.05 vs. HR1, HR2+HZ, and HR2+LOS.
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Tabela 3. Atividade de renina plasmatica (ARP), aldosterona sérica, angiotensina Il no ventriculo esquerdo (All-VE) e direito
(All-VD) dos animais alimentados com dieta normossédica (NR), hipersédica 1 (HR1), hipersédica 2 (HR2), hipersddica 2 +
hidralazina (HR2+HZ) e hipersaddica 2+ losartan (HR2+LOS). Variaveis analisadas na 18% semana de idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n HR2+LOS n

ARP (ng/mL/h) 4.6+0.7 (8) 1.5+0.5° (8) 0.2+0.08% (8) 0.4+0.12 (8) 0.4+0.42 (7)
Aldosterona sérica (pg/mL) 578.6+59.4 (7) 342.7+59.6* (7) 282.1£37.8° (7) 325.0+13.4* (7) 319.7+31.8° (7)
All =VE (pmol/g) 167.7+41.4 (6) 419.0+47.3%° (6) 678.1+31.2* (5) 506.5+49.6° (6) 527.4166.8° (6)

All-VD (pmol/g) 327.6428.0 (6) 510.4+47.2* (6) 457.5+48.9° (5) 764.0+40.7° (6) 658.2446.1° (6)

Os resultados obtidos estdo expressos em média * erro padrao da média.
#p<0.05 vs. NR.
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Tabela 4. Diametro transverso do miécito do ventriculo esquerdo (DTMVE) e direito (DTMVD), fibrose intersticial do ventriculo
esquerdo (FIVE) e direito (FIVD) dos animais alimentados com dieta normossoddica (NR), hipersédica 1 (HR1), hipersédica 2
(HR2), hipersédica 2 + hidralazina (HR2+HZ) e hipersédica 2 + losartan (HR2+LOS) desde o desmame até 182 semana de
idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n HR2+LOS n
DTMVE (um) 12,80£0,56  (6)  14,60£0,26°  (8)  16,21+0,71*  (7) 14,92+025° (7)  11.75:0.11  (7)
DTMVD (um) 11,890,30 (6)  12,89+0,46  (8) 15,17+0,48%° (7) 15,60+0,48> (7)  11,48:0,10  (7)
FIVE (%) 0,38+0,10 (6)  0,97+0,14°  (8)  1,07+0,17° (7)  0450,16  (7)  0,90%0,04°  (7)
FIVD (%) 0,10+0,05 (6)  1,02+0,11°  (8)  1,50+0,32° (7)  0,15:0,04  (7)  0,95+0,06°  (7)

Os valores obtidos estdo expressos em média + erro padrdo da média.

4<0,05 vs. NR e HR2+LOS
®p<0,05 vs.HR1.
°p<0,05 vs. NR e HR2+HZ

sopeynsay
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Tabela 5. Expressao génica (unidade arbitraria - UA) do angiotensinogénio, renina, enzima conversora de angiotensina
(ECA), receptor AT1 e AT, no ventriculo esquerdo dos animais alimentados com dieta normossédica (NR), hipersddica 1
(HR1), hipersoddica 2 (HR2), hipersddica 2 + hidralizina (HR2+HZ) ou hipersdédica 2 + losartan (HR2+LOS). Variaveis
analisadas na 18% semana de idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n HR2+LOS n
AGTO (UA) 0,923£0,04 | (8) | 1,219+0,13 | (8) 1,184+0,04 | (8) 1,116+0,06 (8) 1,388+0,11 (7)
Renina (UA) 0,781£0,02 | (8) | 0,990+0,09 | (8) 0,997+0,17 | (8) 1,044+0,11 (8) 1,344+0,09 (7)
ECA (UA) 1,135+0,08 | (8) | 1,476+0,16 | (8) 1,564+0,16 | (7) 1,476+0,14 (8) 1,585+0,04 (7)
AT, (UA) 1,910+0,06 | (8) | 2,446+0,17° | (8) | 2,547+0,12° | (8) | 2,462+0,15% | (8) | 2,445+0,10° (7)
AT, (UA) 1,159+0,06 | (6) | 1,430%0,13 | (8) | 1,945+0,142° | (6)| 1,855+0,172° | (7) | 1,881+0,162° (7)

Os valores obtidos estdo expressos em média + erro padrdo da média.

ap<0,05 vs. NR.
®p<0,05 vs.HR1.
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Tabela 6. Expressao génica (unidade arbitraria - UA) do angiotensinogénio, renina, enzima conversora de angiotensina
(ECA), receptor AT¢ e ATz no ventriculo direito dos animais alimentados com dieta normossdédica (NR), hipersodica 1 (HR1),
hipersédica 2 (HR2), hipersddica 2 + hidralizina (HR2+HZ) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS). Variaveis analisadas na

182 semana de idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n HR2+LOS n

AGTO (UA) 1,148£0,04  (5) 1,348+0,10 (5)  1,2510,09  (6)  1,2360,04  (5) 1,325¢0,06  (7)
Renina (UA) 0,689+0,04 (5) 0,602+0,12 (6)  0,797+0,04  (6)  0,704:0,08  (5) 0,789+0,03  (7)
ECA (UA) 1,271+0,08  (5)  1,272#0,05 (6)  1,183:t0,09  (6)  1,270£0,03  (5) 1,410,001  (7)
AT, (UA) 1,439+0,12  (5)  1,510:0,07 (6)  1,453+0,04  (6) 1,370£0,04  (5) 1,299+0,04  (7)
AT, (UA) 0,803:0,06  (5) 1,075:0,17  (4)  1,183:0,07  (6)  1,105:0,06  (6) 1,083:0,11  (7)

Os valores obtidos estdo expressos em média + erro padrdo da média.

sopeynsay

8.



Tabela 7. Expressao protéica (unidade arbitraria - UA) do angiotensinogénio, renina, enzima conversora de angiotensina
(ECA), receptor AT1 e AT, no ventriculo esquerdo dos animais alimentados com dieta normossédica (NR), hipersddica 1
(HR1), hipersoddica 2 (HR2), hipersddica 2 + hidralizina (HR2+HZ) ou hipersdédica 2 + losartan (HR2+LOS). Variaveis
analisadas na 18% semana de idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n  HR2#LOS n
AGTO (UA) 1,098+0,05 (7)  1,0940,03 (8) 1,1230,02 (8) 1,15740,03 (8) 1,069£0,03  (7)
Renina (UA) 1,12840,04 (8) 1,0870,03 (8) 0,9410,06 (8) 1,02120,059  (8) 0,967+0,02  (7)
ECA (UA) 0,949:0,09 (8)  1,089+0,07  (8)  1,077#0,07  (8) 1,178%0,08 (8)  1,12840,05 (7)
AT, (UA) 1,05920,03 (7)  1,0560,02 (7)  1,069:0,05° (8) 1,040+0,07°  (8) 0,804+0,04  (7)
AT, (UA) 0,87520,02 (7)  1,041x0,05 (6) 1,100£0,01 (8) 0,916+0,04 (8) 1,016£0,02°  (7)

Os valores obtidos estdo expressos em média + erro padrdo da média.

®p<0,05 vs. NR, HR1 e HR2+LOS.
®p<0,05 vs. NR, HR1, HR2 e HR2+HZ.

sopeynsay

6.



Tabela 8. Expressao protéica (unidade arbitraria - UA) do angiotensinogénio, renina, enzima conversora de angiotensina
(ECA), receptor AT1 e ATz no ventriculo direito dos animais alimentados com dieta normossédica (NR), hipersodica 1 (HR1),
hipersédica 2 (HR2), hipersddica 2 + hidralizina (HR2+HZ) ou hipersddica 2 + losartan (HR2+LOS). Variaveis analisadas na

182 semana de idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n HR2+LOS  n
AGTO (UA) 1,062¢0,04 (6)  1,099:0,03 (7)  1,043+0,03  (7)  1,081:0,04  (7)  1,057#0,04  (7)
Renina (UA) 0,959:0,03 (6) 0,952+0,03 (6)  0,900£0,02  (7)  0,929:0,04  (7)  1,007:0,01  (7)
ECA (UA) 1,120£0,03 (6)  1,151x0,06  (6)  1,202¢0,05  (6)  1,204+0,04  (6)  1,1830,04  (7)
AT, (UA) 0,924:+0,08 (5)  1,056+0,01 (6)  1,115¢0,02° (6)  1,087+0,01*  (6)  0,949+0,02  (6)
AT, (UA) 1,019+0,02 (6) 0,995:0,03 (5)  1,014+0,04  (5)  1,016£0,02  (5) 0,871+0,013° (5)

Os valores obtidos estdo expressos em média + erro padrdo da média.

®p<0,05 vs. NR, HR1 e HR2+LOS.

®p<0,05 vs. NR, HR1, HR2 e HR2+HZ.

sopeynsay
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Tabela 9. Avaliagao da ligagao do anticorpo que reconhece a conformacéao ativada do receptor AT e AT, (unidade arbitraria
de fluorescéncia) no ventriculo esquerdo e direito dos animais alimentados com dieta normossédica, hipersédica 1,
hipersddica 2, hipersddica 2 + hidralizina (HR2+HZ) ou hipersodica 2 + losartan (HR2+LOS). Variaveis analisadas na 18°

semana de idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n HR2+LOS n
AT, VE 164,616,38  (6) 140,5¢10,65° (7)  124,08,84°  (6)  116,6+13,85° (6) 83,70+13,34** (6)
AT, VE 67,08+2,92 (6) 69,94+1,84  (7) 64,87+1,83  (6)  54,00¢4,17°  (6)  24,38%559*°  (6)
AT, VD 47,13+2,87  (6) 39,24+2,49° (7) 37,67#3,15°  (6)  36,36+1,86°  (6) 25,10+1,38%°  (6)
AT, VD 15,69+0,92  (6) 16,12+0,44  (7)  16,43:0,90  (6) 15,93+0,87  (6) 13,13£0,522> (6)

Os valores obtidos estdo expressos em média + erro padrdo da média.

4p<0,05 vs. NR.
bp<0,05 vs. HR1, HR2 e HR2+HZ.
p<0,05 vs. NR, HR1 e HR2.

sopeynsay

18



Tabela 10. Expressao génica (unidade arbitraria - UA) do colageno Ill e TGF-B no ventriculo esquerdo e direito dos animais
alimentados com dieta normossodica (NR), hipersddica 1 (HR1), hipersédica 2 (HR2), hipersédica 2 + hidralizina (HR2+HZ)

ou hipersodica 2 + losartan (HR2+LOS). Variaveis analisadas na 18% semana de idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n  HR2+4LOS  n
Colageno Il -VE (UA) 1,121+0,04  (8) 1,319+0,05° (8) 1,384+0,04° (7)  1,244+0,05 (8) 1,354+0,05° (7)
TGF-B-VE (UA) 1,455:0,06 (8) 1,381:0,15 (8) 1,511:0,10 (7)  1,533+0,06  (8) 1,644%0,05 (7)
Colageno 11l -VD (UA) 1,169+0,07 (6) 1,127+0,09 (6) 1,116:0,08 (6)  1,094+0,07 (6) 1,135£0,03 (7)
TGF-B-VD-VD (UA) 1,116+0,06 (6) 1,014+0,09 (6) 1,037+0,03 (5) 0,964+0,03  (6) 1,103£0,02 (7)

Os valores obtidos estdo expressos em média + erro padrao da média.
®p<0,05 vs. NR e HR2+HZ.

sopeynsay
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Tabela 11. Expresséao protéica (unidade arbitraria - UA) colageno |, Ill e TGF- no ventriculo esquerdo e direito dos animais
alimentados com dieta normossodica (NR), hipersddica 1 (HR1), hiperséddica 2 (HR2), hipersédica 2 + hidralizina (HR2+HZ)
ou hipersodica 2 + losartan (HR2+LOS). Variaveis analisadas na 18% semana de idade

NR n HR1 n HR2 n HR2+HZ n HR2+LOS n

Colageno | -VE (UA)  0,876£0,05 (7) 1,0410,05° (7)  1,100£0,02*>  (7)  0,916:0,04 (6) 1,016£0,02* (7)
Colageno Il -VE (UA)  0,915#0,05 (6) 1,207+0,06° (7)  1,266+0,06°  (7)  0,920%0,04 (7) 1,122+0,02° (7)
TGF-B-VE (UA) 1,214+0,06 (6) 1,252+0,08  (6)  1,299+0,047  (5)  1,357+0,07 (5) 1,268+0,06 (5)
Colageno I-VD (UA) 0,915£0,05 (5) 1,207+0,06° (6)(7) 1,266+0,06° (5)(6) 0,920%1,12 (6) 1,122+0,02° (7)
Colageno Il -VD (UA)  0,9130,09 (5) 0,981+0,08  (5)  1,049:0,03  (5)  0,902#0,04 (5) 1,045:0,06 (5)

TGF-B-VD-VD (UA) 1,054£0,03 (5) 1,110£0,05 (5)  1,095:0,05  (5)  1,162t0,04 (5) 1,105:0,03  (5)

Os valores obtidos estdo expressos em média + erro padrdo da média.
®p<0,05 vs. NR e HR2+HZ.

sopeynsay
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5 DISCUSSAO

Numerosos estudos tém enfatizado a propriedade do sal em elevar a
pressao arterial (PA) (Beauchamp e Engelman, 1991; He e Whelton, 2002).
Este aumento da PA, decorrente do consumo elevado de sal na dieta, &
um fator importante no desenvolvimento da HC e esta associado a maior
morbi-mortalidade cardiovascular (Schmieder e Langenfeld, 1995;
Du Cailar et al., 1992). A hipdtese de que o efeito da sobrecarga de sal na
dieta poderia levar ao desenvolvimento da HC independente do aumento da
PA, foi o objeto de avaliagao deste estudo.

No presente estudo, o aumento da pressdo arterial e da massa
ventricular esquerda e direita foi observado em ratos Wistar alimentados
com dieta hipersédica desde o desmame. Os animais alimentados com dieta
HR2, desde o desmame e que receberam hidralazina ou losartam a partir da
72 semana de idade, apresentaram maior massa ventricular esquerda e
direita na vigéncia de pressdao arterial normal, sugerindo que o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca ocorre de forma independente do
aumento da pressao arterial. Além disso, o0 aumento da massa ventricular
direita induzido pela dieta hipersddica é também um indicativo que esta

alteracao € independente do aumento da presséao arterial, ja que o ventriculo
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direito ndo é submetido a sobrecarga de pressdao. Os resultados de
espessura do septo interventricular e da parede posterior do ventriculo
esquerdo na diastole avaliados pelo ecocardiograma estdo de acordo com a
maior massa cardiaca observada em ratos alimentados com dieta
hipersodica. Em concordancia com os achados do presente trabalho, Yuan e
Leenen (1991) demonstraram um aumento da massa ventricular esquerda
em ratos Wistar submetidos a dieta HR2 da quarta a oitava semana sem
elevacgao da presséo arterial.

Em estudo anterior deste Laboratério (da Costa Lima et al., 1995), no
mesmo modelo experimental, a massa ventricular esquerda foi maior nos
animais submetidos a dieta HR2 (8% de NaCl) somente com 48 e 72, mas
nao com 12 semanas de idade, comparada com o grupo alimentado com
dieta hipossddica. Ha que se ressaltar que estes autores nao avaliaram
grupos de animais alimentados com dieta NR e HR1. No presente trabalho
as alteragdes estruturais do ventriculo esquerdo em resposta a modificagcoes
no consumo de sal foram avaliadas nos animais com 16 a 18 semanas de
idade através da medida de massa, do ecocardiograma e da analise
histoldgica.

No presente estudo, a maior massa ventricular, induzida pelo
consumo elevado de sal na dieta, foi acompanhada pela hipertrofia do
cardiomiécito e fibrose intersticial nos animais do grupo HR2.
Surpreendentemente, o tratamento com losartan preveniu a hipertrofia do
cardiomiocito, mas nao a fibrose intersticial do ventriculo esquerdo e direito

dos animais alimentados com dieta hipersddica. Este resultado sugere que o
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receptor AT, pode ndo ser um pré-requisito para a formagao de fibrose
cardiaca induzida pelo sal. Além disso, a elevagcdo da pressao arterial
também pode nao ser necessaria para a formacao de fibrose, ja que os
animais deste grupo tiveram pressao arterial semelhante aqueles do grupo
NR. Em concordancia com estes resultados, um estudo realizado por
Maitland et al. observou que o bloqueador do receptor AT; foi eficaz em
diminuir a pressao arterial e a fibrose intersticial em um modelo de inibicao
do oOxido nitrico sintase. No entanto, em ratos Dahl sensiveis ao sal
alimentados com dieta hipersddica 8%, o bloqueador do receptor AT apesar
de diminuir a presséo arterial, ndo preveniu a fibrose intersticial.

Uma hipdtese para explicar a fibrose intersticial observada no
ventriculo esquerdo e direito dos animais alimentados com dieta HR2 e
tratados com losartam seria o efeito pro-fibrotico da aldosterona. Muitos
estudos tém verificado uma associacdo entre fibrose cardiaca com
aldosterona (Sun et al., 2002; Yoshida et al., 2005). O mecanismo pelo qual
a aldosterona induz a fibrose intersticial ndo esta totalmente esclarecido.
Muitos estudos indicam que a inflamacéao e a geracao de radicais livres pode
ser um importante precursor para a formacdo de fibrose intersticial no
miocardio induzido pela aldosterona. Em um estudo realizado por Sun et al.
(2002) mostrou que a infusdo de aldosterona leva ao stress oxidativo e
inflamacao no miocardio de ratos. Posteriormente estes autores verificaram
que a inibicdo da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) preveniu
a inflamacao e o remodelamento cardiaco. Em outro estudo realizado por

Yoshida et al. (2005) mostrou que a aldosterona induziu a inflamagao
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cardiaca cujo foi prevenido pela N-acetilcisteina. Isto sugere que o stress
oxidativo e a inflamacao podem mediar os efeitos adversos da aldosterona
no miocardo.

O oposto foi observado nos animais alimentados com dieta
hipersodica e tratados com hidralazina. No presente trabalho, a hidralazina
preveniu a fibrose induzida pelo sal, mas nao a hipertrofia do cardiomidcito.
Uma possivel explicagdo € que além da propriedade vasodilatadora, a
hidralazina possui algumas propriedades antiinflamatérias. Em um trabalho
realizado por Rodrigues et al. foi observado que ratos SHR e Wistar, que
receberam hidralazina por 15 dias na dose de 14 mg/kg/dia, apresentaram
uma redugdo na migracdo de leucocitos em ceélulas endoteliais venosas.
Esta reducao na migracao de leucdcitos foi acompanhada por uma redugéao
na expressao de ICAM-1 em ratos SHR e de P-selectina em ratos Wistar.
Estes resultados sugerem que a hidralazina reduz a migragcédo de leucocitos
por mecanismos diferentes entre as duas espécies de ratos. Além disso,
este estudo sugere que o efeito anti-migratério da hidralazina ocorre
independente da sua habilidade em reduzir a pressao arterial, ja que estes
autores observaram que uma baixa dose de hidralazina (3.5 mg/kg/dia) foi
eficaz em reduzir a migragdo de leucdocitos mesmo sem diminuir a pressao
arterial em ratos SHR. Portanto, a hidralazina parece reduzir a pressao
arterial e a migracao de leucécitos por diferentes mecanismos.

Com o intuito de tentar elucidar os possiveis mecanismos envolvidos
no desenvolvimento de hipertrofia do cardiomidcito e fibrose intersticial

causada pelo sal, o presente estudo avaliou o efeito crénico desta dieta sobre
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o SRA circulante e tecidual. Neste estudo, a sobrecarga de sal na dieta
causou uma diminuicdo da atividade de renina plasmatica e da aldosterona
sérica nos animais dos grupos HR1, HR2, HR2+HZ e HR2+LOS comparado
com os animais do grupo NR. Estes resultados sugerem que o SRA circulante
pode nao estar envolvido no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Varias
evidéncias sugerem que uma regulacdo SRA tecidual pode ocorrer
independente do SRA circulante (Baker et al., 1992; De Mello et al., 2000).
No presente trabalho, os animais do grupo HR2 e HR2+HZ apresentaram
maior conteudo de angiotensina |l, expressao génica e protéica do receptor
AT, enquanto que, os animais do grupo HR2+LOS apresentaram maior
conteudo de angiotensina |l e expresssao génica, mas n&o expressao protéica
do receptor AT4. Estes resultados permitem especular que a agao da
angiotensina Il, via receptor ATy, seja a principal responsavel pelo
desenvolvimento da hipertrofia do cardiomidcito observado neste modelo de
sobrecarga de sal na dieta. No entanto, € importante ressaltar que a presenca
tecidual de outros fatores, como a aldosterona, também podem contribuir para
o desenvolvimento da hipertrofia do cardiomiécito, como observado em um
estudo anterior, in vitro, em que a aldosterona induziu a hipertrofia do
cardiomidcito associado ao aumento do Na™ intracelular e expressdo protéica
do trocador Na*- H* (NHE) (Karmazyn et al., 2003).

Maior expressao génica do receptor AT, foi observada no ventriculo
esquerdo dos animais de todos os grupos alimentados com dieta
hipersddica, enquanto que, a expressdo protéica deste receptor nao foi

alterada pela sobrecarga de sal na dieta nos grupos HR1, HR2 e HR2+HZ.
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Nos animais do grupo HR2+LOS, assim como o receptor AT4, foi observada
uma menor expressao protéica do receptor AT, em ambos os ventriculos.
Estes resultados sugerem que o losartan possivelmente teve um efeito pos-
transcricional sobre o receptor AT e ATo».

Anticorpos conformacgao especifica sao substancias que se ligam a
receptores acoplados a proteina G nas membranas das células e que
reconhecem a forma ativada deste receptor. No presente estudo a ligagao
do anticorpo conformacao especifica anti-AT4 estava diminuido em ambos
os ventriculos dos animais do grupo HR1, HR2 e HR2+HZ. Uma possivel
explicacdo para este achado € a internalizacdo deste receptor, ja que um
conteudo aumentado de angiotensina Il foi observado no ventriculo
esquerdo e direito dos animais dos grupos HR1, HR2 e HR2+HZ. No grupo
losartan, a ligacao do anticorpo anti-AT foi ainda menor do que em outros
grupos alimentados com elevado conteudo de sal na dieta. Isto pode ser
explicado pela menor expressao protéica do receptor AT, e o efeito do
bloqueio desta droga sobre este receptor.

A menor ligagdo do anticorpo anti-AT, no grupo losartan em ambos os
ventriculos pode ser devido a menor espressao protéica deste receptor no
ventriculo esquerdo e direito deste grupo de animais.

O sddio é importante para a regulagdo do volume dos fluidos
extracelulares, no entanto, seu excesso pode aumentar a retencdo de
liguidos e consequentemente a uma expansdo da volemia (Pearson e
Wolzak 1982). No presente trabalho, o sédio plasmatico e o hematdcrito ndo

foram diferentes entre os cinco grupos estudados. Desta forma, estes
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resultados permitem conjeturar que a hipertrofia miocardica, observada
neste estudo, nao € decorrente de uma expansao volémica.

No presente estudo, o peso corpéreo dos animais que foram
alimentados com dieta HR2 desde o desmame e dos animais que foram
alimentados com dieta HR2 e que receberam hidralazina a partir da
7% semana de idade foi menor quando comparado com o grupo NR e HR1.
Nao foi observada diferenca de peso corpéreo entre os animais dos grupos
HR2 e HR2+HZ. Estes resultados sugerem que a hidralazina nao foi a
responsavel pelo 0 menor peso corporeo nos animais deste grupo. Apesar
dos animais do grupo HR2 e HR2+HZ apresentarem menor peso corpoéreo,
estes animais consumiram maior quantidade de ragcdo comparado com os
animais do grupo NR. E importante ressaltar que ndo foi observada
diferenca de peso corpéreo no desmame entre os grupos estudados
(periodo em que os animais ainda nao haviam recebido as diferentes dietas),
sugerindo que os resultados de peso corpéreo na idade adulta foram
influenciados pelo maior consumo de sal na dieta por longo periodo.
Corroborando com estes resultados, um estudo anterior deste Laboratério
(Coelho et al., 2006), no mesmo modelo experimental, observou que animais
alimentados com dieta HR2 apesar de consumirem maior quantidade de
racdo apresentaram menor peso corpéreo quando comparado com 0O grupo
de animais submetidos a dieta hipdssodica e normossddica. O estudo destes
autores sugere uma alteragdo no gasto energético destes animais, ja que
ratos alimentados com dieta pobre em sal apresentaram menor gasto

energético e o inverso foi demonstrado nos ratos alimentados com dieta rica
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em sal. Um achado interessante no presente trabalho é que os animais que
foram alimentados com dieta HR2 desde o desmame e que receberam
losartan a partir da 72 semana de idade, apresentaram peso corpéreo
semelhante aqueles do grupo NR. Portanto, o losartan parece prevenir o

efeito de menor ganho de peso induzido pela dieta HR2.



6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo nos permitem concluir que a
hipertrofia do cardiomidcito e a fibrose intersticial ocorrem por mecanismos
diferentes. Assim, um possivel mecanismo para hipertrofia do cardiomidécito
€ via receptor AT4, uma vez que os animais do grupo HR2 e HR2+HZ
apresentaram maior didametro transverso do cardiomidocito associado a maior
expressao protéica do receptor AT4. Ja o inverso parece ocorrer com a
fibrose cardiaca, como verificado no grupo HR2+LOS que apresentou
fibrose intersticial apesar de nao haver maior expressao protéica do receptor
AT,. Estes resultados sugerem ainda, que os mecanismos de hipertrofia do
cardiomiocito e de fibrose intersticial sdo independentes de fatores

hemodinamicos.



7 ANEXOS

Anexo 1. Representacao esquematica do aparelho utilizado para a medida
de pressao arterial caudal.

PRESSAO ARTERIAL CAUDAL

Método osciloscopio

PA sistdlica
Freqiiéncia cardiaca

Gt

@

Pugis




Anexos

94

Anexo 2. Representagao esquematica da gaiola metabdlica utilizada para a
avaliagdo do consumo de ragéo, ingestao hidrica, volume urinario

e coleta de amostra urinaria.

.

Legenda:

1. Orificio para ventilagao do ambiente

2. Recipiente para agua

3. Area para acondicionamento do animal
4.
5
6
7

Recipiente para armazenamento de ragao

. Coletor de agua
. Coletor de fezes

Coletor de urina
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Anexo 3. RT-PCR do gene angiotensinogénio do A) ventriculo esquerdo e
B) direito de ratos Wistar alimentados com dieta normossddica
hipersddica 1, hipersddica 2, hipersédica 2+hidralazina (HR2+HZ)
ou hipersodica 2+losartan (HR2+LOS) desde o desmame até a
18% semana de idade.

Ventriculo esquerdo

AGTO {313 pb

AGTO {313 pb|

V.E Ventriculo direito

AGTO {313 p
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Anexo 4. RT-PCR do gene renina do A) ventriculo esquerdo e B) direito de
ratos Wistar alimentados com dieta normossddica hipersédica 1,
hipersodica 2, hipersédica 2+hidralazina (HR2+HZ) ou
hipersodica 2+losartan (HR2+LOS) desde o desmame até a 187
semana de idade.

Ventriculo esquerdo

Ventriculodireito

Renina (332 ph)

Renina (332 ph
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Anexo 5. RT-PCR do gene enzima conversora de angiotensina |l (ECA) do
A) ventriculo esquerdo e B) direito de ratos Wistar alimentados
com dieta normossddica hipersédica 1, hipersédica 2,
hipersédica 2+hidralazina (HR2+HZ) ou hipersodica 2+losartan
(HR2+LOS) desde o desmame até a 18% semana de idade.

Ventriculo esquerdo

V.E Ventriculo direito
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Anexo 6. RT-PCR do gene receptor AT, do A) ventriculo esquerdo e B)

direito de ratos Wistar alimentados com dieta normossddica
hipersddica 1, hipersddica 2, hipersédica 2+hidralazina (HR2+HZ)
ou hipersodica 2+losartan (HR2+LOS) desde o desmame até a
182 semana de idade.

Ventriculo esquerdo

AT, (446pb)

V.E Ventriculo direito

AT, (446 ph) >

AT, (446 pb) >
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Anexo 7. RT-PCR do gene receptor AT, do A) ventriculo esquerdo e B)
direito de ratos Wistar alimentados com dieta normossddica
hipersddica 1, hipersddica 2, hipersédica 2+hidralazina (HR2+HZ)
ou hipersodica 2+losartan (HR2+LOS) desde o desmame até a
187 semana de idade.

Ventriculo esquerdo

Ventriculo direito

AT: (325pb) =
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Anexo 8. RT-PCR do gene B-actina do A) ventriculo esquerdo e B) direito
de ratos Wistar alimentados com dieta normossédica hipersddica
1, hipersédica 2, hipersddica 2+hidralazina (HR2+HZ) ou
hipersddica 2+losartan (HR2+LOS) desde o desmame até a 187
semana de idade.

Ventriculo esquerdo

V.E Ventriculo direito

B-actina {(331p

p-actina {331ph) >
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Anexo 9. Western blot da proteina angiotensinogénio do A) ventriculo
esquerdo e B) direito de ratos Wistar alimentados com dieta
normossodica hipersodica 1, hipersodica 2, hipersodica
2+hidralazina (HR2+HZ) ou hipersddica 2+losartan (HR2+LOS)
desde o desmame até a 18% semana de idade.
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Anexo 10. Western blot da proteina renina do A) ventriculo esquerdo e B)

direito de ratos Wistar alimentados com dieta normossddica
hipersédica 1, hipersddica 2, hipersoédica 2+hidralazina
(HR2+HZ) ou hipersédica 2+losartan (HR2+LOS) desde o
desmame até a 18% semana de idade.
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Anexo 11. Western blot da proteina enzima conversora de angiotensina do
A) ventriculo esquerdo e B) direito de ratos Wistar alimentados
com dieta normossaddica hipersodica 1, hipersodica 2,
hipersdédica 2+hidralazina (HR2+HZ) ou hipersodica 2+losartan
(HR2+LOS) desde o desmame até a 187 semana de idade.
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Anexo 12. Western blot da proteina do receptor AT; do A) ventriculo
esquerdo e B) direito de ratos Wistar alimentados com dieta
normossoédica  hipersddica 1, hipersddica 2, hipersodica
2+hidralazina (HR2+HZ) ou hipersddica 2+losartan (HR2+LOS)
desde o desmame até a 18 semana de idade.
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Anexo 13. Western blot da proteina do receptor AT, do A) ventriculo
esquerdo e B) direito de ratos Wistar alimentados com dieta
normossoédica  hipersddica 1, hipersddica 2, hipersodica
2+hidralazina (HR2+HZ) ou hipersddica 2+losartan (HR2+LOS)
desde o desmame até a 18 semana de idade.
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Anexo 14. Western blot da proteina colageno | do A) ventriculo esquerdo e
B) direito de ratos Wistar alimentados com dieta normossodica
hipersédica 1, hipersddica 2, hipersoédica 2+hidralazina
(HR2+HZ) ou hipersédica 2+losartan (HR2+LOS) desde o
desmame até a 18% semana de idade.
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Anexo 15. Western blot da proteina colageno Ill do A) ventriculo esquerdo
e B) direito de ratos Wistar alimentados com dieta normossdédica
hipersédica 1, hipersddica 2, hipersoédica 2+hidralazina
(HR2+HZ) ou hipersédica 2+losartan (HR2+LOS) desde o
desmame até a 18% semana de idade.
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Anexo 16. Western blot da proteina TGF- do A) ventriculo esquerdo e B)
direito de ratos Wistar alimentados com dieta normossddica
hipersédica 1, hipersddica 2, hipersédica 2+hidralazina
(HR2+HZ) ou hipersédica 2+losartan (HR2+LOS) desde o
desmame até a 18° semana de idade.
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